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RBSUllEI. 

:tara prevenir el rechazo de haloinjertoe ae han prepara

do sueros antilinfoc!ticoe { SAL ) en gran variedad de anilllB

lee, en los que ha. demostrado aer un inmunoeupresor potente. 

Baeandonoa en estos antecedentes, se decidio seguir una meto

dolog!a adecuada para obtener suero a.ntilinfocito T. Se uti

liz6 oentrif1J88ci6n en densidad de gradientes para obtener -

linfocitos, a los cuales se lee pas6 por columnas de Nylon, -

o bien se lee trató con eritrocitos de ce.mero al 5~ para f'o.!: 

mar rosetas E y F.A.C y lograr con esto ~ separaci6n de linf o

ci toe T de B. !A evaluac16n de la pureza de linfocitos T de!. 

con¡eladoe gradualmente, se hizo.por formación de ro•etaa E 1 

EAC 1 con pruebas de llliorooitotoxicid&d en placa obteniendoee 

9~ de lintocitoe T y l~ de B. Con esta poblac16n de linfo

citos se inmunizaron conejos. Plua valorar el suero antilin

tocito t obtenido, •• utilizaron t&cnicaa como inhibioi6n de 

la tormación de roseta• E, placas d• miorooitotoxicidad 1 ti

~aci6n de complemento, obteniendose un título de anticuerpo• 

de 11640. Bl suero obtenido reeult6 bajo en especificidad. 
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I INTROllJCCION. 

El sistema inmune comprende dos meca.nismos principales -

que se manifiestan como inmunidad celular y como inmunidad h~ 

moral. El linfocito es la célula primaria involucrada en~ 

boa componentes, Al nacer, las células primordiales de la m! 

dula 6sea se diferenc!an en dos tipos; linfocitos T, depen~

dientes del timo, y los linfocitos B, análogos en los mamífe

ros a los derivados de la bolsa de fabricio en las aves. Los 

primeros son responsables de la inmunidad celular entre cuyas 

funciones se encuentra la de destruir células ~xtrru1as al si!!_ 

tema inmune,por medio de las linfocinas y también de activar 

la fagocitosis; y los Últimos de la inmunidad humoral, es de

cir, la producci6n de anticuerpos o inmllllOBlobulinas que son 

prote!nae que ee encuentran en el plasma sanguíneo ambos, en 

respuesta a1 estímulo provocado por un ant!eeno ( 13 ). 

las bases celulares de la respuesta inmune involucrJ¡ las 

complejas interacciones entre loe linfocitos T y loe B. ~e! 

estas clases heterogéneas de linfocitos son en general mor1'o-

16gicamente indistinguibles y ee les encuentra juntos en to~ 

dos loa tejidos linfoides perif4ricos, eu estudio se ha faci-

11 tado por m4todoe acordes a loerar su separaci6n. En años 
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recientes, se ha desarrollado una gran variedad de técnicas -

para aislar linfocitos By linfocitos T. Muchos de estos mé

todos se han basado en propiedades fisico-<iuímicas de lae eub 

poblaciones de linfocitos, las que incluyen propiedades de~ 

adhesi6n superficial, la capacidad de unirae directamente a -

eritrocitos de carnero, o a eritrocitos de carnero tratadas -

con anticuerpo y complemento. Se describen técnicas de cálu

las forma.doras de rosetas y de columnas que permiten·el aisla 

miento de poblaciones altamente purificadas de células T y B. 

El linfocito B ae caracteriza por la presencia de una. inmuno

globulina. fácilmente identificable en la superficie celular¡ 

tiene un receptor específico para la regi6n Fe de la IgG; :....... 

presentan receptores para el complemento usando para ello eJi 

trocitos de carnero recubiertos con anticuerpos y complemento 

( rosetas FAC ), 118rcadores todos éstos ausentes en loe lint~ 

citos T. Loe linfocitos T se reconocen porque tienen la pro

piedad de foruar rosetas eapont'neas oon loa eritrocitos de -

carnero, propiedad no mostrada por los linfocitos n. Los li,!! 

focitoa unidos a la• c6lul.8s de carnero, son de uayor densi-

dad que loa linfocito• solos 1 p\leden ser fraccionados por S! 

dimentaci6n a travea de un gradiente de Picoll - H7P8que ---

( 12 ). 

Loa linfocito• •on unas de las c61ulas efectoras del •i! 
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tema inmune y es en torno a ellas donde se han desarrollado -

una amplia ga.mD8 de estudios en pacientes a:fectados por una -

gran variedad de enfermedades, entre las que se pueden contar 

las enfermedades autoinmunes, las inmunideficiencias o los 

tranatornos relacionados con los transplantes, en donde es 

fundamental deprimir el sietel!R inmunol6gico, por medio de m~ 

todos químicos, físicos o náa recientemente biol6gicos es de

cir por inmunoterapia, para evitar los fen6menos denominados 

de rechazo del transplante { 13 ). El fen6meno de rechazo ea 

de naturaleza inmunitaria y en ella intervienen mecanismos c~ 

mo a) la producci6n de anticuerpos específicos, del tipo IgG -

por loa linfocitos B y plaemocitoe cont1'6 el tejido transpla_!l 

tado1 que se encuentran en el suero s~neo; b) una rea

cci6n celular mucho más importante que la anterior, en la que 

intervienen los linfocitos T, que invaden el injerto y lo le

sionan tratandose de una reacci6n de hipersensibilidad retar

dada en la cual dicha• c6lulas son capacee de destruir las e! 
lula.e del tre.naplante. Por diferente• mecanismos dentro de -

los cuales se encuentran involucrados loa macr6fagos, seneib! 

lizadoa por los linfocitos T que terminan por deetruir 1 eli

minar laa c•lulas dafladae del injerto. Cuando el injerto ea 

colocado en el organismo receptor da lue&r a un antígeno de -

t1'8Jl8plante ~ proteico que ae fol'!la en la superficie celu-
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lar y que :nlpidamente alcanza loa ganelios linfáticos, donde 

origilla loa fen6menos irurrunitarioa anteriori¡¡ente descritos -

( 10 ). En un principio ae aoapech6 que en el rechazo de in

jertos intervenían anticuerpos circulantes, pero deapu6a ee -

descubri6 que loa agentes activos eran linfocitos pequeños, -

los que son capaces de reconocer la superficie de células in

jertadas como foráneas, destruyendo específicamente las célu

las porta.doztla de antígenos eztrañoa. Sabemos e.horn, que en 

el humano, existe un grupo de genes importantes que predomi

nan en el proceso del rechazo de injertos ( histocompatibili

dad ) y aon los que determinan l.B especificidad de loa a.nt!~ 

nos principales de hiatocompatibilidad y que se conoce como -

complejo HL-A ( 35 ). 

El tiempo que tarda y la intensidad de la reacci6n del -

rechazo de injerto esta condicionada por el grado de direren

ciae antigénicae entre donador y receptor. Loe antígenos -

HL-A ee encuentran expresados en la mayoría de las células n~ 

oleadas, su cantidad varía en las células de diferentes teji

dos y son las células linfoides las !Dila ricas en ezpresarloa _ 

( 25 ). Considerables evidencias indican que eetae células 

tienen un papel sisniticante en las reacciones del rechazo de 

injertos, encontrandoae por ejemplo que los lintocitoa T solo 

pueden "detectar" antígenos extraí'ioa ( o extrí1111ecoa ) aiem-
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pre que esten asociados con eus propios antígenos del comple

jo mayor de histocompatibilidad ( CMH ); así para cálulas T -

citot6xicas los antígenos propios involucrados son loa identi 

ficados como HLA.-A, B y C; pa:re las cálulas T ayudadoras y -

las de hipersensibilidad tardía son los antígenos "Ia" codif.!, 

cadoe en la regi6n HLA-D en el hombre ( 27 ), 

Es indudable que la resIJUeeta inmune de estos y desde -

luego muchos otros antígenos, se encuentre. controlada geneti

camente, 

Con el fin de prevenir el rechazo de haloinjertoe se han 

preparado, desde loe afloe 60 1s 1 sueros antilinfoc!ticoe ( gl.2, 

bulina antilinfocito ) en una gran variedad de animlee, en -

los que ha demostrado ser un inmunoaupresor potente ( 34 1 37). 

Se han propuesto varios mecanismos de acci6n para el --

efecto inmunosupresor de los sueros antilin1'ociticoe ( SAL ), 

Se ha podido comprobar la inactivaci6n o eliminaci6n en la -

oirculac16n de linf'ocitos dependientes del timo, población ~.! 

lular generalmente considerada como la responsable del rec~

zo de injertos ( 26,33,34 ). As! mismo el Sl.L disminuye la -

severidad de las reacciones secundarias producidas despu4s -

del tranaplante de m4duln 6sea en anime.lee de experimentac16n 

24,18 ). 

Despu~e de abaorverlo en cultivo de tejidos 1 en linf'o--
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blaatoa derivados de la m6dula 6sca, el SAL resulta ser cito

t6xico para timocitoa y derivados tímicos. Esta. actividad di 

rigida contra antígenos específicos de linfocitos Testa di~ 

rectamente relacionada con la. capacidad del SAL para prolon

gar la vida de prima.tea que recibieron un halotranspla.nte de 

rif16n. Esta. prop:ledad ta.mbi6n ha sido aplicada. a la.a prueba.a 

de potencia inmunoaupreao:ra del SA.L observada.e en el exitoso 

tra.nsplante de piel, efectuado en primates y en ratones ( 8,-

9 ). 

Es de importancia mencionar que si entre donador y rece~ 

tor existen diferencias hietocompatiblea, el efecto del SAL -

no ae ve diaminu!do y ae mantiene la pr~longaci6n del injerto 

de piel en el hombre. Dn tranapla.ntee de rif16n donde donador 

y receptor son cercanamente lúatocompatibles el efecto del ~ 

SAL ea aún me efectivo. En ambos caeos, se produce una inm! 

diata y profunda linfopenia específica de c~lulae T ( 23 ). 

En resWll8n existen evidencia.a abundantes que sugieren ~ 

que el efecto inmunoeupresor del SAL ae logra mediante la de

presi6n selectiva de linfocitos T circulantes. A.a! el trata

miento con SJ.L tiene los siguientes efectoss l) deprime sele~ 

tivamente las c•luJ.ae de los n6ludos lint4t1cos y de~ bazo, -

&rganos en donde ae localizan º'lulas t1mo-4epen4ientea, 2) 

produce una depreai6n selectiva similar a la anterior, de 11.!l 
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focitos en duetos linfoides toráxicos ( 23 ). 

I.e. destrucción o inactivaci.6n selectiva. de células T --

usando el SAL puede . realizárse .a traves ,;de tre~· ~~~aniBlllOB: -

l) por la suscepti bii:i.c1~d..<Í~'·i6~ li~6cri()a • cl;c~~E!.~te~ al -

SAL, 2) por la . baja ve1d();~fu\c1Sde ie!l.§~~i~¡ ~e •ot~~;: ~~lulas 
linfoides º 3) por la>e~pecfric.'.ictii'<i?Irim$~i6er6~ iill~ia láá c! 

lulas T inherent~~· a 18..· p~epn~'cI6~:~d~l ~iL: É~ta,htims. po

sibilidad se sugiere por el hecho de. que lapresen_cia de e.ntá_ 

cuerpos indeseal:>les e por. ejempll) contra eritrocitos, plaque-

tas, proteína.a séricas, o células B ) son removidos mediante 

absorciones apropiadas en el proceso de purificaci6n del SAL 

( 23 ). 

En ei hómbre, la reacci6n del injerto contra el huesped 
·: '. ' .. :., . 

( IVH ) es uno' de· loa principales problemas que se presentnn 

después de un transplante de médula 6aea, Los estudios pre

vios en a.niire.lee, han indicado que el SA.L puede prevenir esta 

actividad, Se ha observado que al pretratar una oédula 6sea 

donadora con SAL se puede prevenir el rechazo del injerto coa 

tra el huésped aún habiendo incompatibilidad en e1 HL& ( 18 ), 

la inoculaci6n de globulina antilinfocítica o SAL :puede retl'! 

sar el rechazo de transplantes incompatibles por varios meses 

( 21 ), Estas observaciones sugieren que si ae eliminan las 

células T maduras de la médula 6sea se podría prevenir o dis-
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ruinuir la intensidad del rm en el paciente tre.nsrilantado de 

médula 6sea ( 38. ) •. ·.· Después de suspender el tratamiento con 

SAL, las cé:J..u1aa; ~\clrcula.ntes son rápidamente restr.uradas, y 

los trans.P:t8Jltes iiueden prolone;ar::;e por lar13os períodos de ;_ 

tiempo con· un trata..~ento adicional de droea.s inmunosu!)reso

ras ( 38 ). 

:Por otro lado investiea_dores corno .Anare, 'M. A. { 1 ), -

Mo~co, A, P, ( 23 ), Stuart, fl, K. ( 29 ), Kirkpatrick 1 D. -

( 21 ) y Camitta, u. ( 5 ), han evaluado el tratamiento inmu-

nosupresor en p.:icientes con o.ner:ia o.plástica, po.deci!:'.i;:nto en 

el que hay uno. a.l teraci6n hemato16eica ca1-acterizo.do. por 

anemia, neutro11enia y tromboci torenia en :mne;re periférica -

con m~dula 6se(l. hipocelular ( 14 ) • El 1le1'ccto :iro1mtlemente 

se encuentre en la célula primitiva ( stein cell ), la cUD.l -

:1uizá solo eotá uiominuída en número, o bj.en presenta altera

ci6n en ou reproducción o interferencia en el mecanis~o de ~ 

di.t'erenciaci6n a las distintas célulmi llematol6e;icas, el caso 

típico de anerúa a11llistica muestra marcada panci torienia en --
'r 

sangre perif~rica y médula 6sea, aunque persista un reducido 

cúmulo de tejido hematopoyético, ya que la e.plasia total ea -

incompatible con la vida. Esta patología puede ser congénita 

o adquirida ( 14 ). 

El tratamiento de esta entidad con el SAL o la globul1na 
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antitimocito a producido resultados nlentadores en estudioo 

preliminares,· dado que en algunos casos se hnbla incluso de -

una recuperaci6n total { 5,7,21 ), as! mismo, cuendo en este 

patlecimiento existe la eviclencia de hiperactividad de células 

T supresora.a el tratamiento con estos antisueros puede ofre-

cer un mejor pron6stico en el transplante de médula 6sea ----

( 1 ) • 

.A.ctualmente existen proerrunas de transplantea cardiacos 

donde se utiliza el SAL o la globulina anti timoci to para man-
. . 

tener el.injerto, o durante las crisis ihiciales•dél reéhazo 
'- -,··-:-: .. '-. -

y con ello deprimir las célu¡as T.circulantes ¡:lel receptor --

( 26 ). Su empleo como agente inmunosupresor también se ha -

indicado en pacientes sometidos a transplantea de coraz6n, -

h:!eudo, rifi6n, piel y médula 6sea ( 23,36 ). 
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II OBJE'l!IVOS 

En el presente eatudio, realizado en el Hospital General 

del Centro M~dico la Raza, da.moa los primeros paaoa para lle

var a cabo la obtenci6n de un suero antilinfoci to T de humano 

en conejos, con el fin primordial de ayudar a evitar el reoh!, 

zo de halotransplantes de m~dula 6aea, en el tratamiento de -

la anemia aplástica, padecimiento en el que datos indirectos 

indican que es más frecuente en ciertos pBÍaes de La.tinoam~r! 

ca incluyendo entre otros el nuestro. ( 14 ). 

Para lograr tal prop6aito ae fijaron los siguientes obj~ 

tivoa: 

l.- Obtenci6n de linfocitos T. 

2.- Evaluaci6n de la pureza de los linfocitos. 

3.- Preservaci6n del antígeno ( linfocitos T ). 

4 ••. Obtenci6n del euero. 

5.- Annlisis del suero obtenido. 

11 



III MATERliLF.3 Y METODOS 

1) Prepa.raci6n de soluciones. 

1.1 Solución de H.a.nks. 

Frepurado cor1:srcial pH 704, que contiene NaCl, KH2F()4, -

MgSo4.?H2o, glucosa, cac12, rojo de fenol. J.mortigl.ladór.:._Tl'is. 
1.2 Azul Tri~ 0.25~ en soluci6n ·Hanks. --~-'- --~"_;:~~º-·-~-~:e:-·º~·-

1.3 Soluci6n amortiguador - trie ira
4
ci. .:l-\;-

Se preparó mezclando una. soluci6n de Efinor~.i.}~i.í~d.~b;..,:ttis 
2.06%, pH 7.2-1.4, con una soluci6n de cloruro de ~~0Üit~1 ..... _;·· 

1.4 l'icoll hl})aque. . ..• ··· -····· •···.···· · .. • .... · 

Esta solución se prepa.r6 mezclando ficoll 9% ~h~que 
al 34%, en una proporci6n de 1:10. 

1.5 MEM ( Medio ll!nimo Esceacial ElGLE ). 

Preparado comercial que contiene aminoácidos, vitaillinaa, 

sales inorgánicas. 

1.6 Medio 199. 

Prepara.do comercial que contiene aminoácidos, vitaminas, 

sales inorgánicas. 



2) 01'1 terio dt Viabilidad. 

Se colocaron cáluJ.aa con azu1 de tripan al o.25%'se dejo 

actuar de 3 a. 4 minutos y ae realizó el conteo de las ctSluJ.e.a 

coloreadas de azul por exclusión del colorante ctSlulas mue~ 

tas ) , sobre una cama.ra de neubauer. 

3) Obtención del ant!geno. 

3.1 Tim.o.ci tos. 

Los ti~os se obtuvieron de autopsias de niBoa menores de 

cuatro afios procurando que el descaso hubiera ocurrido con 

seis horas. 

El timo se cortó, maceró y tamizó a trev~s de una ll'.a.11a 

número cincue~ta de acero inoxidable, la suspensión obtenida 

se eatratific6 en gradiente de ficoll-hypaque densidad de ~ 

1.076-1.078 en relac16n 3:1, se centrifua6 ( Centrif\188 De.moa 

FEC División, IEC PB-J ) por treinta minutos a 1500 revoluci~ 

nea por minuto a una tempere.tura de 10-12°c. Se obtuvieron -

timoci tos de la intertaee lavllndose con aoluci6n de Hanka li

bre de ca++ y Mg++ realizándose el conteo de c&lulae ( 36 ). 
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3.2 Linfocitos. 

Se pa.rti6 de muestra.e de sangre venosa mayores a 10 ml. 

de donadores sanos utilizando 10 microlitros de heparina por 

1 ml. de sangre total. Se lav6 la muestra tres veces con so

luci6n de Hanks a 500 rpm por 10 minutos y se diluy6 con un -

volumen igual de esta misma soluci6n. la muestro diluida se 

estratific6 en un gradiente de ficoll-hYlJB.que de la interfase 

se obtuvieron los linfocitos, que se lavaron tres veces con -

soluci6n de Hanke a 1000 rpm, y posteriormente fueron reeus-

pendidos en medio de cultivo MEM y contados. 

4) Pur1ficac16n de linfocitos. 

4.1 Pormaci6n de rose:t:aa. 

4.1.1, Seneibil1&aei6n de eritrocitos con complemento y~ 

hemoli•izl&• 

Loe eritrocitos ae lavaron de 3 a 4 veces con soluci6n -

de Han.ka, se ajustaron al 5~, 24 ml. de eritro~itos ajustados 

ee sensibilizaron con 0.1 ml.. de hemolieina, se incubaron a -

37ºC/l hr. transcurrido este tienipo se lavaron tres veces. 

Posteriormente se les adicion6 complemento de humano ( dilui

do 11100 ) en proporci6n 111 y se llev6 a incubaci6n a ~ 
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37ºC/20m1n. ee volvieron a lavar y finalmente ae ajustaron al 

1%. 

4elo2• Sens1bilizac16n de eritrocitoa con neu2'11l1nidaaao 

A 5 rol. de eritrocitoa de carnero lavados y ajustadoa al 

5% ae lea adicion6 0.5mJ.. de neure.minidasa { lU/ml ) y se in

cuba.ron a 37ºC/60min. con agitaci6n frecuente, después del 

tiem.PO de incubaci6n se lavaron tres veces con soluci6ride 

Ha.nks y finalmente se ajustaron a.l 15'. 

4,1.3, Roaetaa E y ~e ( doble gradiente ). 

Se separaron y ae ajustaron los li~ocitos a una concen

traci6n de 4a5 X 106 cel/ml. se llev6 a cabo la fo:rmaci6n de 

rosetas E. Se incubaron volumenes iguales de linfocitos y de 

eritrocitos pretratados con neuraminidaaa al 1% ( 12 } ; se -

~entrifua6 ligeramente e incubo 15 minutos a 37ºC y 2 horas -

en hielo. Los botones obtenidos se reauspendieron suavemente 

se colocaron en gradiente de ficoll-hypaque pare. recupe]:1;Lr -

las c~lulas forINJ.do:ras de roaetae E. Los botones obtenidos -

se resuspendieron vigorosamente y loe eritrocitos de ca.mero 

fueron lizadoe con una soluci6n amortiguadora-tris de h1i40l -

( 12 ). 

IAe º'lulas obtenidas ee ajustaron de 4a5 X 106 cel/ml. 
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Se incubaron 0.25 rol. de esta suspensi6n con O .25 ml. de eri

trocitos de car:·~ro al 1% ( sensibilizados con hemolisina y -

complemento de humano ) a 37º0 por 15 minutos. 

Posteriormente se efectu6 un nuevo gradiente con ficoll

hypaq_ue recuperando los linfocitos T puros de la interfase. -

Se lavaron, contaron y se determin6 su viabilidad. 

4.2. Columna de Nylon. 

:Para esto se utiliza.ron columnas de ¡:>~~sti6o de aprosilll!!:. 

demente 9.5cm. de largo y o.6cm. de diái:~t~~ y tibra de nylon 

previamente tratada de la siguiente manera¡ se lav6 con HCl -

lN tres veces, de igual forma. con NnOH l N. Ia alcalinidad -

del nylon fué eliminada lavándose con ag..ia destilada, las ve

ces necesarias hasta q_ue el pH del Último lavado fuera. igual 

al del agua. Ia.s columnas fueron incubadas con medio MEM a -

37º0 por treinta minutos en estufa de incubación ( National -

Welnick Compa.ny ), previamente a su uso, Ia.s c~lulas ajuste.

das a 150 X 1060el/ml. fueron depositadas en le.e columnas e -

incubadas por 45 minutos a 37ºC conteniendo suero fetal de ~ 

ternera al 5%. Loa linfocitos T se recuperaron del eluido, -

los E se obtuvieron lavando la columna y presionándola vigor.2. 

ea.mente, agregando al mismo tiempo medio Iüld a 4ºC con suero 

fetal de ternera al 0.5~ ( 2,15,16;31 ). 
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5) Criopreeervaci6n de células. 

..• 6 
Las células lavada:s y ajustadas de 2a6 X 10. cel/ml. en 

·,' ' :>· 

medio MEM se congelaron mediante el sigUiente proceso; La. -

suspensi6n de linf'oci tos mantenida. en 'o~o.ae hi~lo>fué mez--

clada .con un volumen iBUal de medio MElÚCgont~~iéndo 20% de -

.:,.__·-__ --._ 
,Ce, •..• ·.:--'•' 

. -- '=-·-~--~-=:C~ -~,x~.~-;-~~~~ú:~-\ 

6) 

I.e. descongelaci6n se 11ev6 acabo gradual.m8nte hasta al

canzar la. temperatura. ambiente, lá suspensi6n ~ellllar i\l~'"idi-
luída 1:10 con medio MEM. Las cálulas se lava.rondos v~'ies -

con soluci6n de Hanks, determinando su viabilidad y ajuÍltando 

5 X 106 cel/ml. ( 171 12 ). 

7) Prueba para determinar la pureza dt 101 lintocitoe. 

7.l Roeetae E. 

la auspensi6n de º'lulas se evalu6 después de ser deseo~ 

geladae. las c4lu1as T fueron identificadas por la capacidad 
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de formar rosetas espontáneas con eritrocitos de carnero. . . . 

El proce.ciind,ento para' lograr la :formación de rosetas 

ea el que e( contin\¡aCións~idEÍeicr:lbé: 

A 0.25 ffi:l..· cle>linf~~~~~~CT~ju~tados de··4a5 X l06cel/!:!l. 

en soluci6n·dk;adk~,·. se ie adicionó 0.25 ¡;¡]., ele eritrocitos 

de carnero al. l~. 

Despu6~ de una i.bc:~'b~CJ.ór(~ ·.·37oc· ·por 15 ·minutos y cientri··· 
~oc;~·~;-' ~-""'--/~o,:_ - ·--.-·-·- --·-·- __ , ,,. __ : ___ · ;, _ .. -

:fugaci6n lieera., ioa tubo~ ·sil incubaron durante d.¿s hor~a en 
• .'· .:._._'. ··--:· ¡ ,_,_ <; ::. :--·-· -·. . ·.. .. ·-' -

hielo. ras .·c~i1lt~~·-~e\$~§\~.Pe_hdieron stiav~~~nte'.~ 's;·co~t6 ;~ 
e 1 número. cia\·o~e"t~a~·l~~~~~~s:"~~~·-~()~Ót6 ª?l~I'~'"cU:b~e~y·•·port~ 
objetos unagota..-de·iaciliS,PeruiI6n celular, áe·· ¡'lej6 aédimentar 

. ' '·- ·:', .·; 

por 1 a 2 mi!lÜto~~~y.cl~~-le'y6°"eri.'lllicf~scopio óptico, se conta-

ron hasta 200 cJ1~1aá c¿ri~id.e~andó rosetas y no rosetas bajo 

el criterio de que cada ~á'J.JJ.a.·ae considera formadora de ros~ 
tas si tenía. al ~e nos 3 er~ ~~ocitos ;~ge.dos a la célula ( 12). 

7 .2 Rosetas EAC. 

Fara esta :prueba los e.ri tro_citos ajustados en solución_-. 

de Hanks al 1% f'ueron sensibilizados con hemoliaina y .comple-

mento humano. 

A 0.25 ml. de linfocitoa ajustados de 4a5 X 106cel/m1, -

se les adicion6 o. 25 ml. de eritrocitos al 1% con complemento 
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de humano y hemolisina, la auapens:i.6n' se incubó a 37.ºC por --
','. '1. 

quince minutos. lea rosetas. se contaron como óe mencionó an-
·'.' -/~.·-,_·- _.--- · ·<' "·· -·,,··:~.:-:~t.::·r-;-; < -

teriormente J . 12 ) • é ···: :·'·····-·.•.'.'_.·~.·.•_·.-.'.•• . • L L.::· . . :'..:·'. ~-.,_- . ' 

.::·~:--<--~--':. ~ :o:·:~---~~~-:::: .. -:'.\_~--'>-:~'·:_ 

7.3 Micro~Íicito~Ícidad,·- l!lediada 

Para. esta: prueba se emple6 la técnica de Tera.sakimodif,i 

ca.da (]2 ), ·se uso suero antiglobulina. humana paro la. prueba 

de Coombs ( Ortho Diaenostica Lote 1124816 ) y S.U. cóntrol de 

suero positivo para pruebas de citotoxicidad ( Eelu'ingmerks -

AG, Marburg lote 029703D ). 

Se prepararon placas de microcitotoxicidad, la.a cuales -

contienen 72 excavaciones en 12 hileras con seis pozos cada -

ura fig. l. 

las placas fueron cubiertas con aceite mineral para evi

tar la desecaci6n de loa reactivos aplicadoa subsecúentemente. 

A cada. una de las excavaciones se les adicion6 l microl! 

tro de linfocitos a.justa.dos 2a4 X 106 cel/ml. y en cada hile

ra se aplic6 los reactivos enmarcados en la tabla I. 

Los resultados se evaluaron a.1 microscopio por el crite

rio de exclusion de azul de tripan como se puede observar.en 

la tabla n. 
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iiWiiero do1pozos. 

hilera.e 
¡ :s e '.D ~ 1' --

l o o iO o o o 
1 

2 o o 1,0 
1 

o o o 

3 
i 

o o ;o o o o 
4 o o ·º o o o 
5 o o .o o o o 

i-
6 o o 'º o o o 
7 o o :o o o o 
G o o o o o o 
9 o o ':o o o o 

! 10 o o ¡o o o o 
ll o o !o o o o 
12 o o o o o o 
1"1GU.lli le Repr1 senta una placa 

de microci totoxic idad la cual -
couta de 72 po~c a, en hileras -
de aeia pozos dac ¡a una. 
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TABLA I. PLACA DE :MICROCITOTOXICIDAD MEDIAM POR AN'l'ICU.BRH)S PARA Dh:TEllli!INAR 

PUREZA DE LINFOCITOS. 

Nº Hileras Clllulae MEM e/Suero 50% cClomba ··· SAL ·Complemento ·Azul 
Tri:pan. • o ()) 

11'' 
C> o +> 

l y 7 u·l O, t"-'·; 
. lOt"./ ~ r- - .·I"') Id Ql ...,, ·rl 

11'/ . e . '~ 
, ; . ~ .. 

10,../ 
. 
~ 2 y 8 '.• 's::1. ct 

1\) 

11'/ ul 
o . 'EF 

10,..I 'fil ... 3 y 9 •• •,i;:: ... "'--_,_,-, ·.•·o·· J ¡ ,,,l 2,.l 
r-l ,.,... 

lO;J 
~ 

4 y 10 ~ ~ ~ e 
¡,..! 211.I .g 5p1 .g 10,.J g (IJ 

5 y ll o. o §4 
¡,.l 2J i.:l 

5~! ti 10"" 
et (!) 

6 y 12 H H +> 

En eata tabla ae representan lae cantidades y' reactivos utilizados 
miorocitotoxioidad mediada por anticuerpos, aai como los tiempos de 

pura la 3rueba de 
incubuci n. 



TA:BIA II. INT:::'.2::?~¡j~T.i.CION m: L~S FLACAS 1JE !•'J:C:WCITOTOXICIDAD 
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8) Inmunización de anim&l.ea. 

Dos conejos de 2.5 kilos y seis meses de edad recibieron 

tres inyecciones subcutáneas de 109 linfoci toa, con un :l.nter

valo de catorce días entre cadainyecci6n. La primera inmun_! 

za.ci6n fué con adyuvante completo de Freund, y la.s dos innn.m,! 

zaciones posteriores fueron con adyuvante incompleto. 

Después de cada inmunizaci6n se evalúo el suero de ambos 

conejos mediante pruebas de fija.ci6n de complemento, linfomi

crocHotoxicidad e inhibici6n de la formaci6n de rosetas es-

pontáneaa ( 9 ), 

Una semana después de completar la. inmunizaci6n el anti

suero fué obtenido por punci6n cardiaca, El suero de ambos -

anima.les se mezcl6 e inactiv6 a 56°0 por una hora ( 8,19 ). 

# 

9) Valoraci6n de la especificidad del antieuero obtenido y t! 

tulo. 

9,1 11jaoi6n de complemento. 

En esta prueba, se utiliz6 como control el suero de los 

dos conejos antes de ser inmunizados, ( X 1 Z ) el suero des

pule de la segunda 1JUmlllizaci6n 1 la ganaslobul.ina hiperirumi

ne ( suero purificado ). 
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La fijaci6n de complemento ocurre. duren'te ·ia. interaci6n 

del antígeno· y delanticuerp~ •. Por> lo tá~~~·;~·ei c~naUDlO de -

complementd:·1~;.vitro ~ed~ ~~1·'..d~~~J i~o~b~~~~~bapara. --~ 
identificar.·y míúÚz\ antÍCGel'Í1~s~ . ~J:B_0 1Jr\J.eba·~~;ende el.e· Jh si~ 
tema de rea.cciones· .en dos ... etape.8 •... Eri la etapa 'i:ii~iai, ~l·E!.!! 

~' . .. , ' . . . ' . ' . . . ' . ' . . 

tígeno y el anticuerpo reáccioria!leJ·iJresencia d.~ \lI1ll. ca.nti..;._ 
.~ - --- -··~.-o-------... : 

dad conocida de complemento y el cómplemento es con~umidó. 

En la segunda etapa, l~ a~ti~fcl~d hernolítió~ dei .comiiem~I1to 
ea medida pe.re déterlllinar la cáritidad de conipleme11.t·¿ Cfi ja4o :..: 

y, por lo tanto, el tífulo de anticuerpos; Lós resultados.se 

expresan como la diluci6n más alta del suero que muestra.fij!!; 

ci6n. 

9.2 Microcitotoxioidad mediada por anticuerposo 

Se llev6 a cabo la dcnica de Terasaki 1 mencionada en el 

inciso 7.3 y en ésta, las placas fueron montadas aegÚ.n la. ta

bla No. III. 

9.3 Inh1bici6n en la formaci6n de rosetas E. 

Esta determ.inaci6n se realiz6 siBUiendo básicamente la -

técnica de rosetas E con las modificaciones que ae indican a 

continuaci6na Se ajustó una auspensi6n de linfocitos totales 

4-5 X 106 cel/ml. en medio 199 adicionado con 50% de suero -
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TABLA III. PLACA DE MICROCITOTOXICIDAD MEDIADA POH ANTICUERPOS; EVALUACION DEL 

DEL SUERO ODTENIDO. 

1'º Hileras C&lula.s MEM O/Suero 50% Suero· e SAL . Complemento .A.zul 

1 y 7 

2 y 8 

3 y 9 

4 y 10 

5 y 11 

6 y 12 

¡p/ 

lJ&' 

i.111 

¡,al 

i,.Í. 

i.J 

. 
¡:: 

·~ 

Tri pan. 

lOpl 

101'1 

10/l/ 

101,/ 

lOJ"/ 

10 ,.1 

En esta tabla ae representan laa cantidades y reaotivoa utilizados para la prueba de 
lllicrocitotoxicidad mediada por anticuerpos, aai como loe tiempoa de incubación. 



fetal de ternera, se utilizaron 20 .iJ.. para cada una de las -

pruebas, roda 100 11-L. de suero ( anticuerpos contra linfocitos) 

incubando por 16 hrs. a 4ºC. Despuás de la incubaci6n se la

v6 la suspensi6n y se le adiciona.ron 20 ....l. de eritrocitos de 

carnero, se incub6 doa hora.a en hielo, despu~s se centrifuga

ron a 1000 rpm por dos minutos, se resuspendieron suavemente 

y se contaron. 

Esta prueba se llevó a cabo con linfocitos viables ( 96, 

98~ ) • l'nra cada uno de los sueros se elaboraron cinco prue

bas. Los resultados se reportan como porciento de inhibici6n 

en la formaci6n de rosetas ( 3 ). · ., 

10) .f.nál~sis eetad!etioo. 

El estudio eatad!atico realizado en este trabajo fuá me

diante la dietribuci6n t de Student y la distribución F, en ~ 

ambos casos se utiliz6 el nivel de significaci6n de<><.= 5%,--:-

( 30 ). 
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Obtenc16n y pur1ficaci6n del antígeno, 

Para la obtenci6n del antígeno, se llevaron a cabo tres 

etapas, el de la obtenci6n de timocitos ( proceso 3.1 ) as! -

como el de lini'ocitoa ( procesos 4.1 y 4.2 ); loa valores en

contrados para cada caso se encuentran en las tablas IV, V y 

VI. 

En el caso de los timocitoa ( tabla IV ) encontramos que 

la cantidad y viabilidad al final de cada timo procesado fu~, 

en tórminos generales, muy bajo considerando la cantidad re~ 

querida pare. cada inmunizaci6n. Por esto se trat6 de obtener 

la mayor separa.ci6n de linfocitos Ta partir de sangre perif! 

rica; en éste caso se efectu6 la formación de rosetas E y E.~C 

( tabla V ), o sea el doble gradiente y la aepare.ci6n median

te columnas de nylon ( tabla VI ) • 
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Tabla IV. Lotes de.células. obtenidas a partir de timo. 

A5 

""criterio al a.zar. . ·········•·.····· ;: ... ····•······.·. 
En esta tabla se representaiia.icantiaarl;"~e -· ---- - -

células y viabHidad de 1fotas obtenidás''?o par 
tir del proceso 3.1 · · ·' ' · · -

28 



Tabla v. Lotee de linfocitos obtenidos por Rosetas 

~ 

lote· lln:foci toa viabilidad 

4o3 X 10 cel/ml 6~ 

2 6 X 106 oel/ml Be>:' 

3 3o7 X 106 cel/ml 8~ 

4 19.5 X 106 cel/ml 9°" 
5 )o7 X 106 oel/ml 9~ 

6 13o0 X 106 cel/ml 8~ 

7 15.1 X 106 cel/ml 9~ 
a criterio aí azar. 

Representación da la cantidad de º'lulas ob-
tenidas a partir de la purificación por f ol'llB-
ci6n de rosetas ( doble gradiente ) proceso --
4.1 
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Tabla. VI. Linfocitos T obtenidos por columnas de nylon 

lote linfocitos viabilidad 

J. 627 X 106 cel/ml 93,: 

B 874 X 106 cel/ml 92" 

e 1287 X 106 cel/ml 89\( 

14220 X 106 cel/ml 96" 
328 X 106 cel/ml 87" 

705 X 106 cel/ml 94" 
1608 X 106 cel/ml 94% 

1623 X 106 cel/ml 88% 

1611 X 106 cel/ml 92% 

1674 X 106 cel/ml 88" 

202 X 106 cel/ml 92" 

L 1023 X 106 cel/ml 93" 

M 705 X 106 cel/ml 96" 
N 608 X 106 cel/ml 94" 

N 623 X 106 ctl/ml 88:' ., 
o 1611 X 106 cel/ml 92" 

AqÜÍ se representa la cantidad de liñf ocitoe y Via~ 
bilidad de 4stoe obtenidos a partir del proceso 4.2 
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Pru.ebas :pare. determinar la pureza de loe lin!ocitoso 

La pureza de los linfocitos obtenidos por los.··m. étodos ~ .. ' ' 

4, 1 y 4, 2, se valor6 en las poblaciones re~11ectiv~s,, probando 

su capacidad él.e f'ormo.r rosetas E ( tabla~ ~:r{'Y:.;v~J:I } y rose 
,·. - ·-··' "~:-···-_ .... ;· ' ,_;_. . . -

tas uc ( tablas IX y :z: ) , se moritar~ri t~k9i~l1 :PJ,'.~c~s de m1:--
croci totoxicidad de los lotes obteniuos :pó;··el proceso 4.1 y 

Estas pruebas se llevaron a cabo. aju'st~~do eh cada caso 

a la canti,1o.d c1e células mencionada éri .la metodoloe;ía, 

:Fara cada lote de linfocitos se realizaron rosetas E, 

me y placas (le microci totoxicidad ( procesos 7.,, 7 .2 y 7.3 

respectivamente ), Los valores control reportados en las ro-

aetas se efectuaron con linfocitos totales, 

Los lotas se trataren por triplicado y. astan repré'senfa;.. 
dos en las tablas como, número de pruebas 

Placas de Microcitotoxicidad, 

Se probaron los lotes obtenidos por el proceso 4.1 y pr~ 

ceso 4,2, en cada caso se valor6 la viabilidad y se ajustaron 

los linfocitos a 4 X 106 cel/ml, Los resultados se represen

tan en las tablas XI y XII 
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Tabla VII. Formaci6n de rosetas E para determinar pureza. de 
linfocitos. 

número de :prueba.e 

l 

Control 80 

lDtie 

l 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

85 

88 

85 

90 

87 

85 

90 

88 

86 

88 

88 

85 
Eñ esta tabla se representan los resulta 

dos en % obtenidos en la :prueba de forma-:: 
ci6n de rosetas E para loa lotes de linfo
citos purificados por el :proceso 4.1 
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Tabla VIII. Formaci6n de rosetas E pera det:~~nar pureza de 
lint'oci toa. 

número de pruebas 

1 2 3 

77 80 80 

82 

83 

83 

84 

85 

83 

84 

K .-.c85. 
L 80 

M 81 87 84 84 

N 79 81 80 80 

R 84 83 83 83 

o 62 61 80 81 

tii ea\& tabla se representañ ioe reaüitadoa en 
- de las pniebae de formación de rosetas E, para 
loa lotee de lintocitoa obtenidos por el proceso 
4.2 
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Tabla IX •. :E:ormaci6nde rosetas 
linfóci.toa., 

2 

3 

4 

5 15 15 14 15 

6 10 10 14 ll 

7 12 12 12 12 
es a a a se represen os re~ 

aultados en % obtenidos en la prueba de 
formación de rosetas ~e para los lotes 
de linfocitos purificados por el proceso 
4.1 
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Ta.ble. :x. Formación de roaetae EAC pe.ni. detel"lllinar pureza de 
linfocitos. 

1 

Control 

lote 

.A. 

B 

e 
D 

E 

F 

G 

H 

I 

J 

K 
<a-

L 13 ll 

M 15 12 1l 13 

N 14 10 11 12 

a 11 12 15 13 

o 12 10 11 ll 

§i esta 1líib1B oe repr•sentaii íos reiñiltadoe ea 
• obtenidos en la prueba de fomaci6n de rosetas 
F.AC para loa lotee de linfocitos purificados por 
el proceso 4.2 
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Tabla XI. Resultad.os obtenidos en las pruebas de microcitot.2_ 

. xicid~d mediada por anticuerpos •... · 
' . ' '-.,. ;.:-· -· .. , .- ·_ ~ - , .. . . -- , ·, ·-

Nº de Hileras 

;:2>Y 8 3 y 9 4 
1 2 

e 

D 

E 

F 

G 

H 

I 

J 

K 

L l 

M 1 1 1 l 8 

N 1 1 l l 4 8 

n 1 1 l l 4 8 

o l l 2 l 4 8 

En esta tabla se representa la media de los resultados 
obtenidos, en la determinación de pureza de los linfoci
tos purificados por el proceso 4.2. Como ya se mencionó 
en la tabla I para cada lote se realizaron 12 pruebas, -
la interpretación de los resultados se realiz6 corno se -
indica en la tabla II. 



Tabla XII. Resulto.dos obtenidos en J.ae pru.eba.s de microci to

toxicidad mediada por anticuerpos, :Para determ--

Lote 

l 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

nar pureza de linfocitos T. 

1 y 7 

1 

1 

l 

1 

l 

1 

- ~-1 -

X de la mortalidad de 

2 

Nº de Hileras 

y 8 

l 

1 

l 

l 

l 

l. 

_l_ 

3 y 9 4 y 10 5 

l 1 

l 1 

1 

1 

l 

2 

2 

-., :<; '.'':-~'.';: }.:"~~ 
,. "'~,-

8 

8 

En esta tabla se representa la media ele los resultados 
obtenidos, en la determinaci6n de pureza de linfocitos 
purificados por el preceso 4.1. Como ya se mencion6 en 
la t~bla I para cada lote se realizaron 12 pruebas. La 
interpretaci6n de los resultados ee realiz6 como se in
dica en la tabla II. 
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Deecongela.ci6n de c~lu1a.e, 

Loa linfoci toa huL'ianos pueden aer criopreservados para 

llevar a cabo pruebas de inmunidad celular in;..vi tro. Fara 1,2 

erar esto es muy importo.nte la concentraci6n del agente crio

preservante ( DilSO dimetil eulfÓxido ), .temperatUra. y la. vel,2 

cidad de diluci6n. Los estudios reportados en la literatura 

indican que la funci6n de los linfoo:l. tos es nantenicla durante 

la criopreservaci6n ( 20,35 J·:·=·;;~~;·~~jl;¿¿_~¿ 
-:-::,; 

En nuestro estudio es de gran importancia la- criopreser-

vaci6n de loa linfoci toa, para. redú'cir"i~ p~-J~tt~~i'6ri.~c1e anti-

cuerpos conta.ruinantes. 

A continuaci6n anotamos los datos encontrados de los li.!! 

focitoe una vez descongelados. Se reporta el número de lote, 

la cantidad y la viabilidad de los mismos tabla XIII. 

Los datos de esta tabla fueron obtenidos después de e!e.!:_ 

tuar varios procesos de descongelaci6n, encontrando como Ópt.!, 

mo, en las condiciones de nuestro laboratorio el que aqi.ií'he-

moa descrito, 
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Tabla XIII~ .. JJeac:o~elación de· .célul.B.s• 

Lote 

A 

B 

e 
D 

E 

F 

G 

H 

I 

J 

X: 

L 

M 

N 

N 

o 

' ·'• 

, ~.'-o.-:·:"--c:;;'. ··--.::L<}.-_;~--.~ __ ._ 

-_··_ ,~.: ./~~7~ 105-- .. --

- - -.•• -.-;~e '; •., -- ,- 6 .·-
- -6.8X10 

6.8 X 106 

4.7 X 106 

_ 2.e x 106:

··••·7.6.·x 106 ·-

6.2 x lÓ6' 
- 6 
6.2 X 10 

7.6 X 106 

10.4 X 106 

6.5 X 106 

porcentual. 

82 

83 

80 

88 
::;c_"---_--

83 .-

80 

88 

es ta ase_reportae n ero e oe, 
cantidad de linfocitos y la Viabilidad de loe mie
mos una vez descongelados, 
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Valoraci6n del suero obtenido. 

A lo largo del protocolo de inmunizaci6n y a.l término -

del mismo ee efectuaron procesos de fijacf6n'd~ complemento -

microci totoxicidad e':irtltib{~i6ri· d,e 'ici~~:i~~ 'E ~~ ·valorar la 

producci6n de e.r(tic~~iiio~·.( ::·· • jj¿; ;'!~'. ):~; ,' 
. .:)·:>·.·~ ~:.,_>.; ·,.; , 

.. <:,:ry;, '} , D{.i/ "·' ) , 

Pijac16n de complemént'ó (\9:i~y;c .. 'e 
• . - - - ' . :, ··- - : - - ·-· ;- : :/ ,: •;e•_.:-~'>,' 

"-~~-:.· .. ~:·_ ~(·. . . . ' " >· .......... • 

En ésta ee proba.ron los sueros arites de irimti.hiiar' t X y 

Z ), después de la inmunizaci6n inicial ( x1 yZt_){~_:I._a.~-
segunda. irununizaci6n { X2 y z2 ) y del su~~o purificado del -

cual ae montaron 24 pruebas. 

En cada caso se ajustaron las células de 2 a 4 X io6 -~ 
cel/ml. y su viabilidad fuá mayor al 95%. Loa resultados pu! 

den verse. en la tabla rl. 
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Tabla. XIV, Resultados obtenidos en.JA' prileba.'~~ Fijación de 
Complemento 

Suero 

X 

z 
X1 

Z1 

X2 

z2 

G8Jl1!1l8. globulina purificada 

Título de la hemoliaina 

Título del complemento 

1:640 

1110 

1130 

·~aiii tab1a se rapo1~ta loe reeüítlidos de la 
prueba de fijación de complemento, para loe sueros 
obtenidos durante el proceso de inmunizaci6n, Aeí 
como el título de la GWl1lll1 Globu11na purificada y -
la oonoentre.ción de hemolisina y complemento utili
zados en la prueba. 
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fabla rr. Valoración de los eueroe obtenidoo durante el pro~ 
oeso de inmunizaci6n; por microcitotoxicidad medi~ 
da por anticuerpos. 

X de la mortalidad de c'lul.ae 

Nº de Hileras 

Suero 1 y 7 2 y 8 3 y 9 4 y 10 5 y 11 6 y 12 

X 1 l l l 4 8 

z l l l l l 8 

x, l l l 1 2' 8 

z, l l l 1 5 8 

X2 l 1 l l 7 8 

z2 l 1 l l 8 7 

Ganma 

globulina 

purificada 1 l l l 8 8 

es a se repor me a e os res os o e 
dos en la prueba de microcitotozicidad mediada por anticuer= 
pos, para loe sueros obtenidos durante el proceso de inmuni
caci6n. Por cada s11ero se realizaron 12 pniebae. Para la -
gamma globulina hiperinmune purificada 24 pniebaa. JA in ter 
pretación de loe resultados se realizd como se indica en ia
tabla II. 
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:Por los resultados obtenido¡; en las roseta.a E y &O se -

puede decir que con ciia~quier d.~ los dos procesos usa.dos el. -

grado de pureza ( linfocúoá T Ü'bre'a de B ) ea pra.cticl\mente 

similar, sin embargo se hace notar que a partir del proceso -

4.1( tabla V} la cantidad final de linfocitos es sienificati 

vamente menor a la encentre.da en el proceso 4.2 { tabla VI ). 

En el caso de la placas montadas se encont:raron va.lores 

indicativos de que la obtenci6n con mayor gre.do de pureza de 

linfocitos T, es mediante el proceso 4.1; a este respecto se

ñalamos tener 1!'2.yor confiabilidad en loo dutos de rosetas E y 
. 

Ei>.O dado que en estos Últimos el conteo efec·tuado es más ri~ 

roso. 

I.nh1bioi6n de rosetas E ( 9e3 ), 

Esta prueba se realizó con l.oa sueros de los conejos X y 

Z sin inmunizar ( sueros testigos ), con los sueros obtenidos 

de la primera inmunización ( x, y z, ), con loe de la secunda 

inmunización { ~ y z2 } y finalmente con el suero purificado 

e gamma globulina hiperinmune purificada, de a.robos conejos ) 

de éste último se realizaron 16 pruebas. 

En el caso del control para los sueros X y Z de los con_2 

jos sin inmunizar, se incubaron loa linfocitos con suero nor-
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mal de humano; para el control de los sueros de las inmuniza

ciones posteriores y de la gamma globulina hiperinmune purifi 

cada, se incubaron con el suero testigo. Loa resultados se -

muestran en las tablas XVI, XVII, XVIII y XIX, 
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Tabla XVI. Prueba de inhibiCi6n en la formaci6n de Rosetas E 

de pruebas 

3 4 5 X 

Control 76 80 82 79 

Suero X 74 72 69 • 79 81 75 

Suero Z 75 62 . 78 80 82 75 

Resultados obtenidos en la prueba de la inhibici6n 
en la formaci6n de rouetas E en %, para los sueros -
X y z. 

45 



Tabla XVII. Pruebá. .de· irihibiCi6n: en la formaci6n dé Rosetas 
" - " ' . '"" ~' : 

Control· 

Suero x1 70 72 70 70 

Suero z1 65 67 68 60 64 65 

Resultados obtenidos en la prueba d~ inhibi
ci6n en la formaci6n de rosetas E en %, para -
los sueros obtenidos des1iu~s de la primera in
munizaci 6n. 
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, --··,, 
-·o---~-o-' __ ,>= - -- - . 

Suero z2 o o o o l o 

Resultados obtenidos en la prueba de inhibici6n 
en la forl!laci6n de Rosetas E en %, para los sue-
roa obtenidos después de la segunda inmunización. 

47 



Tabla XIX. Prueba de inhibici6n dé la .forrr.aci6n de Rosetas E 
·-.;-:_;- __ ,. 

o o 

Resultados obtenidos erlla prueba de inhibicion 
en la formación lle rosetas E en :f,1 para la Gamma 
Glohulina Hiperin.mune purificada. 
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Y DlSOUSIOK. 

Pa.111 la preparaci6n del SAL ee parti6 de la obtenci6n -

del antígeno a partir de tres procesos distintos 3 .1, 4~ 11 -

4.2) cuyos resul tadoa ae representan en las tablas J.V, V, VI. 

Analizando loe datos de éstas podemos ver que en cuanto 

a cantidad ha.y una marcada variabilidad de :proceso a proceso, 

e.sí como diferencias signHicativas en la Viabilidad. En el 

caso de las células obtenidas a partir de timo ( Tabla IV ) : 

hay un bajo rendimiento de células y de viabilidad. entre lote 

y lote, lo cual posiblemente se debi6 a.que la recepci6n ~e -

timos después de la defunci6n nunca fué en un lapso de tiempo 

esttindard así mismo, no descartamos la posi bilidatl debida a -

pérdidas durante el procesamiento del 6rgano. 

Por la serie de problemas presentados haeta este momento 

y por la baja disponibilidad del timo, se buec6 la posibili-

dad do obtener el antígeno por otros métodos, encontrandoae -

que se podía obtener a .vartir de sangre periférica. 

Los métodos encontrados para la purificaci6n de linfoci

tos T fueron mediante doble gradiente, y por columnas de ---

nylon ( 16,15) reportándose el primero como 6ptimo por el 
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grado de pureza que de ál se obtiene. 

En cua.Ilto a loei resultados reportados en la tabla V, en

e on tramos . ·~a' ai~~3~ia~~Údad y un baj~ .r~n~irrd:n.t,() de linf o

citos, esto ~1~i~? ~on,~iderandose ~l:l:·carifiid~d n'~ce~aI'fa de e! 
lulas para Úev~l~~~~~ ei próces.6 c1e·i~~z~~i"6n~ Du.rante 

la obtenci6d a.01 aritígano ·por e~~~ •. ¡,í:cic•:(~§¡· 0~· Jf~quiri6 de ID! 

terial cuyo c~;~<>,·t~~9~~~~~.J.a·E3 po~füü'.id¿~~á·:~~i J.~boratorio· 
así mismo, ... n6 ha1':Ca'.·;isponi1lúiá~lt'¿~;:titi·.'~~~~~T~;~~ en el-~-

-~-.. -- "-~,~~~~;~~'_:~~--~i:::·~~,· ;~!::: - - ; ;-. :__ .. -',''' . . - -< . ·~i:~-:~:-. ~' 
país. : , .. / . . · >.:~. ~ ,. ·· · \·?.: l'~_;Li;·;~. 

se pioX~~f6'~'.~~~~¡j·a_';-~6~ri~t~~'Met¿di5J.o'i:!~~d¡:;1as~cC>1uín~
nas de nylon. ·· ¡.¿~:';e~~Úado~ 'obtenidos en cuanto. a .. cariúd.ad, 

·"''- ;-=:_.:,;_.--_,¡.-¡;_._ -"-·-:o=.~'.- ' 

viabilidad y ti~mpo_'.a~·proces~ento fueron. satisfacioH~sen 
comparo.ci6n con los antériort1tl, además de coeteable en. ei la-

boratorio. · ·.··.·.· 

De acuerdo o.l analisis estadístiuo de los resul~~dos ob

tenidos por loe procesos 4, 1 y 4, 2 ( tablas V y VI ):podemos 

ver que hay una. diferencia significativa, en cuanto a la can

tidad de linfocitos obtenidos. Utilizando la. distribuci6n F, 

con ""'-= 5% encontramos que el proceso 4.2 da un mayor rendi--

miento en cuanto a la cantidad de c~lulas tabla VI ). Para 

corroborar estos resultados se realizó otro tratamiento esta

dístico, mediante la distribuci6n t Student (o<.= 5% ) obte--

niendoea resultados similares. 
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Fara loa resultados de viabilidad obtenidos en cada pro

ceso se efectuaron análisis estadísticos aimilarea, para sa-

ber ai hab:ía alguna diferencia significativa de viabilidl;.u de 

un proceso a otro, al final de s1J tratamiento encontramos que 

mediante el proceso 4.2, la viabilidad de laa c~lulas es ma-

yor que en el 4.1 ( tablas V y VI ). 

El paso siguiente fu~ comprobar la pureza de los linfoc! 

tos obtenidos, para ello se efectuaron pruebas de fornaci6n -

de rosetas E y Eía.C, y placas de microcitotoxicidad cuyos re-

sultados se reportan en las tablas VII, VIII, IX, X, XI, y -

XII. 

Para las rosetas E no encontramos, mediante el correspo~ 

diente tratamiento estadístico ( distribuci6n F con <><-= 5% ), 

ninguna variac16n cuantitativa en la fol'll8ci6n de rosetas de 

proceso a proceso, ni de lote a lote. 

En relaci6n a la pl'lleba de formaci6n de rosetas EAC, en

contramos que hay diferencias entre loa dos procesos en cuan

to a la fo1'18ci6n de las misaae. Al tratar estadísticamente 

1 por eeparado a cada proceso las rosetas obtenidas de las c! 

lulas purificadas por columna de nylon, si presentaron varia

bilidad en cuanto a la foraaci6n de dichas rosetas de lote a 

lote, a diferencia de loe linfocitos obtenido• por el proceso 

de dobl~ gradiente. 
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De los resultados anteriores podemos inferir que el mét,2 

do más adecuado para la obtenci6n de linfocitos T es el de d,2 

ble gradiente, ya que loa da.toe obtenidos de rosetas En.e son 

indicativos del grado de contaminantes ( linfocitos B, por ~ 

ejemplo ) existentes en la poblaci6n. 

Lo anterior se reforz6, considerando los resultados de -

las placas de microcitotoxicida.d ( tablas XI y XII ), en los 

cuales puede observarse una diferencia significativa en cuan

to a mortalidad de células con suero de Coombs ( hileras de • 

pozos 5 y 11 ) indicativas de presencia de células B, siendo 

éstas mayor para las células purificadas por el proceso 4.2. 

En el presente trabajo realizamos un control de viabili

dad de loe linfocitos antes y deapués de descongelarse, para 

verificar si nuestro proceso de congelaci6n y descongelaci6n 

era apropiado para los fines que se persegu!an ( tabla VI y -

XIII ). De acuerdo al tratamiento estadístico realizado para 

ambos resultados, podemos decir que no se encontr6 niJl81.llla d! 

ferencia significativa en cuanto a mortalidad de c4lulas an~ 

tes y después de deeconaelarse, in41can4onoa por tanto, que -

el proceso de congelaci6n y deacongelacidn estandarizado en -

las condiciones del laboratorio fue satiatactorio. 

Obtenido el antieeno mediante los m4todos ,a descritos, 

se eiguid con el protocolo de inmunizaci6n. Con el fin de ~ 
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conocer la reapueeta de loe aniualee hacia el antígeno, ae ~ 

procedi6 a valorar la presencia de anticuerpos en las san--:... 

gríae previas a las inmunizaciones inicial y subsecuente. ~ 

ra 'eto se hicieron pruebas de fijaci6n de complemento, inhi

bici6n de la forroo.ci6n de rosetas E, y se montaron placas de 

microoitotocidad. 

Los resultados de la prueba de fijaci6n de complemento -

tabla XIV ) son indicativos de un aumento gradual de la PI'_! 

sencia de anticuerpos. As! mismo pueden apreciarse eimilarea 

resultados con las placas de microcitotoxicidad ( tabla XV ) 

en donde la mortalidad de las células va en aumento conforme 

se prosigu.16 con lae inmunizaciones. 

Durante la prueba de la inhibici6n en la formaci6n de r,2 

setas E, se presento una disminuci6n en la f or11Bci6n de las -

misma.a conforme se sigu.16 con el protocolo de inmunizaci6n -

Tablas XVI, XVII, XVIII y nx ) • 
Todas estas pruebas dieron por separado resultados con-

firmativoa de la producci6n de anticuerpos contra linfocitos. 
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VI CONCLUSIONES, 

En base u. loo resuJ.tados obtenidos, las conclusiones a .... 

que se lleearon en este tra~jo~f'uer~n·ias sie;Uientee: •·· 

te de deris14a~ .. ;!.u~ª.~.' .. h.· •. ~t .. 6. ·.·.m.-~. ·j~!.:;.'l.·~.:~.·¿.e.:~ .de. c~J.~~' de ~y.J.()~/ . ' - ·-~=:<-·~'..:;-.'~t. 

'·'·:·, :· ';.;.:·;_:.;_\~;_:::.:;~ _-··.::_--: <· '.\:'.,;;., ·:.<; >:.~~<~¿~;: }~~-:e:~: :~~.::".:~ :.~;~~~, -,::·-:.·,.~-·:.·;_;.~<~ ;_~<--~ <' ·_': ,. 
- -. -.. ._- . ., - ·'' -~-;>" ,7_-,,,-.. ~ ·-- ' . - . -

2 .- El prÓce.~~;;~;¡ i€~i,~p~~·~i~ci~n ~~-iiní'oo}tos;u,tllúad(), .--
,,,: ·:· • •• O ' • • >,-V O ~--T'~ ',· -,, ' 

result(se~·9~i{~8;-~~°_-~? __ ,-,c .'º••·······. _ ••· 

-';- ~}:~~·:<.~ .. · ' 
3.- El súero ántilinfócito T~no resultó ser tan específ:i.co --

como se esperaba~ 
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