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INTRODUCCION.

Uno de los avances recientes en el diagndstico inmunolégico ha sido el uso de la
instrumentacion de citometria de flujo por fluorescencia, la cual combina muchos nuevos desarrollos
en laser, Optica, fluidos y tecnologia electronica con el desarrollo de anticuerpos monoclonales
contra antigenos celulares. Mientras la ganancia de esta innovacién no ha sido completamente
realizada, el impacto es mayor.

La citometria de flujo con anticuerpos monoclonales ha permitido la identificacion y
cuantificacion de subgrupos de las mayores poblaciones de linfocitos y de subdivisiones que difieren
en funcion bioldgica, estado de maduracion y activacion, siendo posible la caracterizacién adicional
posible. Esta tecnologia provee una capacidad analitica y una reproducibilidad que no estaban
previamente disponibles.

La citometria de flujo por fluorescencia activada estd empezando a establecerse en la
evaluacion de rutina del sistema inmune en cualquier enfermedad, donde los desordenes inmunes
podrian estar involucrados. Estos incluyen enfermedades de deficiencia inmune de todos los tipos y
particularmente el sindrome de inmunodeficiencia adquirida, enfermedades autoinmunes y
situaciones tales como transplantes, en los cuales existe inmunosupresion. Esto también es
importante en la evaluacién de enfermedades neoplésicas del sistema linfoide y muy semejante,
podria ser de rutina en otras enfermedades neoplasicas, para evaluar cambios reactivos en el sistema
inmune o efectos colaterales por agentes quimioterapéuticos. Cambios numéricos y en maduracion,
podrian reflejar alteraciones significativas en el sistema inmune.

Una de las consecuencias del rapido desarrollo en este terreno, ha dado lugar a la existencia
de una gran variedad de nombres y términos. En un esfuerzo de establecer una nomenclatura
estandarizada para la poblacion linfoide, un comité internacional ha recomendado una terminologia
basada en grupos de diferenciacion (cluster of differentiation, CD).

En el Instituto Nacional de Cancerologia, se atiende a pacientes que son portadores del virus
de inmunodeficiencia adquirida, pacientes transplantados y pacientes que presentan sintomatologia
de probable enfermedad neoplésica. A los primeros se les realizan andlisis de las subpoblaciones de
linfocitos T (CD3, CD4 y C8) por citometria de flujo, por lo cual existe la necesidad de unos valores
de referencia para poder determinar el grado de inmunosupresién en el que se encuentran los
pacientes.



CAPITULO I. MARCO TEORICO.

I.1. HEMATOPOYESIS. Estructura y funcién
de los organos hematopoyéticos.

Hematopoyesis (poiesis = formacion) es el termino usado para describir la formacion y
desarrollo de las células sanguineas. Proliferacion, diferenciacién y maduracion celulares tienen
lugar en el tejido hematopoyético, que es en su mayor parte la médula 6sea. Sélo células maduras
pasan a la sangre periférica. El enlace entre [a médula 6sea y la produccion de las células sanguineas
no se habia establecido hasta que se reconocid a la formacion de la sangre como un proceso
continuo. Antes de 1850 se crefa que las células sanguineas formadas en el feto eran viables hasta la
muerte del individuo y que no era necesaria una fuente continua de elementos nuevos. (1)

L1.1. Tejido hematopoyético.

El sistema hematopoyético incluye a los tejidos y oOrganos que intervienen en la
proliferacion, maduracion y destruccién de las células sanguineas. Estos organos y tejidos
comprenden al sistema fagocitico mononuclear, bazo, ganglios linfaticos, timo, higado y meédula
osea. (1)

1.1.2. Localizacion y desarrollo de la hematopoyesis.

El 6vulo fecundado o cigoto es una célula totipotencial, lo que significa que es capaz de
diferenciarse hacia cualquier célula del organismo aunque ella misma no manifieste ninguna de las
caracteristica morfologicas, bioquimicas o funcionales de las células maduras o diferenciadas a las
que dara origen; el cigoto, por lo tanto es una célula indiferenciada y a la véz totipotencial.

Durante las primeras divisiones celulares, posiblemente hasta la etapa de 6 u 8 células, cada
célula conserva aiin toda su potencialidad; de hecho, si por alglin fenomeno anormal se separan en
esta etapa, cada una es capaz de dar origen a un individuo completo, siendo éste el origen de los
gemelos idénticos.

A medida que se desarrolla el embrién las células empiezan a mostrar caracteristicas
morfologicas diferentes (se empiezan a diferenciar), disponiéndose primero en dos capas, una
externa, el ectodermo y una interna, en endodermo, y agregandose posteriormente una tercera
situada entre ambas, el mesodermo.

Las células ectodérmicas pueden dar origen diferenciandose gradualmente a varios tipos de
células cutaneas y del sistema nervioso central y periférico, pero ya no pueden diferenciarse hacia
otros tejidos; aunque todavia son células pluripotenciales o multipotenciales, ya no son
totipotenciales. De la misma manera las células endodérmicas son capaces de diferenciarse hacia el
higado, pancreas y diversos tejidos del tubo digestivo y del aparato respiratorio, sin embargo no

_pueden dar origen a células nerviosas o cutaneas; también estas células son pluripotenciales pero no
totipotenciales. Por (ltimo, las células mesodérmicas pueden diferenciarse gradualmente hacia



células del tejido conectivo, como fibroblastos, osteoclastos y condroblastos, hacia células
musculares, endoteliales o mesoteliales, y hacia células hematopoyéticas. (2)

La célula hematopoyética mas primitiva —{lamada célula tronco hametopoyética o célula
progenitora hematopoyética (CTH, CPH)-, aunque con menor potencialidad que una célula
mesodérmica pues ya no puede diferenciarse hacia células del tejido conectivo o hacia células
musculares, sigue siendo una célula pluripotencial o multipotencial en el sentido que puede dar
origen a varias estirpes celulares: los eritrocitos, las plaquetas y los diferentes tipos de leucocitos.

La hematopoyesis comienza desde el decimonoveno dia después de la fertilizacion a partir de
las células tronco hematopoyéticas derivadas del mesodermo del saco vitelino. En este primer
momento la hematopoyesis se lleva a cabo en la luz de los vasos sanguineos, forméandose
exclusivamente elementos de serie roja. (2) En ese periodo, la produccion celular se llama
eritropoyesis primitiva debido a que los eritroblastos y la hemoglobina no son tipicos como los que
se observan mas adelante. Los eritrocitos embrionarios tienen aspecto megaloblastico con una
cromafina conglomerada en forma masiva. La hemoglobina de estas células pertenece a las
variedades embrionarias, Gower 1, Gower 2 y Portland. La formacion de leucocitos y plaquetas
(mielopoyesis y megacariopoyesis) comienza en el higado; pero no se considera significativa hasta
la aparicion de la hematopoyesis en la médula 6sea. (1)

Las células tronco del saco vitelino pueden diferenciarse hacia otros elementos
hematopoyéticos distintos de los eritroides cuando se exponen a los factores de crecimiento
apropiados; en el saco vitelino, sin embargo, no se encuentran granulocitos, posiblemente por la
accion moduladora local de sustancias tales como el Factor Transformante de Crecimiento beta
(Transforming Growth Factor-beta, TGF-J3) que inhibe la maduracion granulocitica.

Las células del saco vitelino no son sensibles a la eritropoyetina, aunque requieren de Factor
de Crecimiento de Células Tronco (Stem Cell Factor, SCF), que se encuentra presente localmente,
para su proliferacion. (2)

A partir de la semana 6 se encuentran también megacariocitos en el saco vitelino, ademas de
células eritroides. Alrededor de la semana 11 termina la hematopoyesis en el saco vitelino, aunque
previamente ya se ha iniciado en otros 6rganos.

La eritropoyesis se inicia en el higado durante la sexta semana de gestacion, a partir de
células tronco derivadas del saco vitelino que lo colonizan. Este érgano es el principal productor de
eritrocitos entre las semanas 9 a 24. A diferencia de la eritropoyesis del saco vitelino, la del higado
es extravascular y las células maduras deben atravesar la pared de los sinusoides hepaticos para
entrar a la circulacion.

Alrededor de la semana 7 ya son detectables en el higado las células formadoras de colonias
eritrociticas (CFC-E) y las células formadoras de brotes eritrociticos (CFB-E), que son precursores
eritrociticos sensibles a eritropoyetina; tres semanas después, en la semana 10, el higado mismo
empieza a formar eritropoyetina en respuesta a la hipoxia.

La eritropoyesis se observa también en la médula ¢sea desde la semana 11 y a partir de la
semana 24 este organo es el sitio principal de hematopoyesis. La hematopoyesis medular se origina
también de células tronco que provienen originalmente del saco vitelino.

La granulopoyesis se inicia en el higado alrededor de la semana 7 y en la médula ésea
alrededor de la semana 11, siendo més intensa en la médula. En el segundo trimestre de la gestacion
ya se pueden identificar en el higado y en la médula ésea las células formadoras de colonias de
granulocitos, eritrocitos, macréfagos y megacariocitos (CFC-GEMM) vy las células formadoras de
colonias de granulocitos y monocitos (CFC-GM).

A las 6 semanas de gestacion aproximadamente al mismo tiempo que en el saco vitelino
aparecen megacariocitos en el higado; estas células se empiezan a observar en la médula 6sea en la



semana 3. Adicionalmente en el feto existe hematopoyesis, aunque en menor grado, en ios tejidos
conectivos, los rifiones, el timo, los ganglios linfaticos y el bazo.

A partir de la semana 24 ta médula osea toma el papel primordial en la eritropoyesis, en la
granulopoyesis y en la megacariopoyesis, y permanece asi durante el resto de la vida fetal. La
hematopoyesis hepética va disminuyendo paulatinamente de tal forma que en el recién nacido a
término practicamente ya no existe mas que hematopoyesis medular.

Normalmente esta situacion persiste por toda la vida, sin embargo en casos en los que existe
sustitucion de la médula dsea por tejidos anormales (mieloptisis), el higado, el bazo y otros tejidos
pueden reasumir su papel hematopoyético. (2)

La hematopoyesis de la médula dsea se designa hematopoyesis medular, en tanto que la
hematopoyesis extramedular es la produccion de células sanguineas en otros tejidos
hematopoyéticos, en la vida posnatal refleja la propiedad de las células hematopoyéticas inertes de
volverse activas si se requiere. (1)

La aparicion de cavidades dentro del hueso ocurre en el humano en aproximadamente el
quinto mes fetal, y estas cavidades rapidamente empiezan a ser sitio exclusivo de proliferacion
granulocitica y megacariocitica. La actividad eritropoyética en este momento es confinada al higado
y bazo, y no es hasta el final del tltimo trimestre que el microambiente en la médula 0sea empieza a
producir eritroblastos. Al nacimiento, las cavidades del hueso son el (nico lugar de actividad
hematopoyética y estan completamente llenos con células hematopoyéticas. Consecuentemente,
cualquier incremento en la produccion celular Hlevaria a verter elementos de la médula Osea a la
sangre, y la presencia de células inmaduras en la sangre de infantes no tiene la misma implicacién
como en un adulto. Tampoco existe la presencia de muchas células mononucleares pequeiias en la
médula ésea de infantes y nifios. En el recién nacido, el nimero relativo de estas células como
linfocitos son muy bajos, pero dentro del primer mes surgen aproximadamente el 40%. Tal
porcentaje es mantenido hasta la tiltima infancia, cuando lentamente decrece a los valores del adulto
de aproximadamente entre el 20 y 40%.

Por el cuarto afo, una cantidad significante de células grasas ha aparecido en la diafisis de
huesos largos. Este espacio ocupado por las células, lentamente reemplaza -elementos
hematopoyéticos y se expande hasta aproximadamente la edad de 10 afios, cuando la médula osea
hematopoyética es encontrada Unicamente en las vértebras, costillas, craneo, pelvis y epifisis
proximal de fémur, hiimero y cresta iliaca. (3)

- Sistema fagocitico mononuclear.

Este sistema es un conjunto de monocitos y macrofagos, distribuidos en el espacio
intravascular y extravascular, cuyas principales funciones son fagociticas e inmunologicas. En el
pasado, el término sistema reticuloendotelial (SRE) abarcaba a monocitos y macrofagos junto con
células del endotelio vascular, reticulares, dendriticas y de los centros germinales linfaticos. El
nuevo término, sistema fagocitico mononuclear, es mas especifico y comprende: 1) monocitos
circulantes; 2) macrofagos fijos de médula 6sea, higado (células de Kupffer), bazo y ganglios
linfaticos; y 3) macréfagos libres del bazo, ganglios linfaticos, pulmones, cavidades serosas y otros
tejidos. Las células de este sistema se ocupan de fagocitar material particulado, proteinas
desnaturalizadas y remover células decadentes o dafiadas. Sus funciones en la inmunidad incluyen el
procesamiento del antigeno para presentarlo a los linfocitos y la secrecion de mitdgenos para
acelerar la activacion y transformacion linfocitaria . (1)



- Bazo.

Este organo se ubica en el cuadrante superior izquierdo del abdomen, bajo el
diafragma y a la izquierda del estomago. Las funciones de este drgano fueron consideradas como un
misterio en {os primeros dias de la medicina. Los intentos para descubrir su actividad condujeron a
ideas como que su funcion era controlar las emociones, coadyuvar a la conservacion de un higado
sano o mantener la simetria corporal. Después de haber practicado varias esplenectomias de
urgencia sin causar lesion permanente a los enfermos, se reconocid que el bazo no era esencial para
la vida. Extirpar el bazo también ha permitido aclarar su funcién como filtro discriminatorio. (1)

+ Arquitectura esplénica.

El bazo, circundado por una capsula de tejido conjuntivo, contiene la coleccion
mayor de linfocitos y fagocitos mononucleares del cuerpo. Estas células, dispuestas en un reticulo,
estan concentradas en diferentes areas del bazo y contribuyen a la formacion de los tres tipos de
pulpa (tejido dentro de la capsula): pulpa blanca, pulpa roja y zona marginal. La porcion media,
dentada, del 6rgano (hilio) es donde vasos sanguineos y nervios penetran a la pulpa. El tejido
conjuntivo, que se prolonga al interior del 6rgano desde la capsula (trabéculas), divide a la pulpa en
compartimentos comunicantes,

La pulpa blanca (en su mayor parte linfocitos), es una zona blanca grisicea visible,
compuesta de nodulos linfaticos y la vaina linfatica periarterial. Dentro de los nodulos, hay centros
germinales constituidos por una mezcla de linfocitos B, células reticulares y macrofagos. La vaina
periarterial rodea a las arterias cuando entran al bazo y esta llena de linfocitos T y macrofagos. En la
pulpa blanca es en donde comienza la respuesta inmunitaria. En algunos casos en que la actividad
inmunitaria estd amplificada, la pulpa blanca puede aumentar hasta ocupar la mitad del volumen del
6rgano (en forma normal constituye 20% o menos). La pulpa blanca estd circundada por una zona
marginal reticular que contiene vasos sanguineos, células libres e intersticios estrechos. Esta zona se
observa en los puntos de unién de la pulpa roja y la blanca. La pulpa roja contiene espacios
vasculares, senos y cordones. El color rojo es causado por la presencia de sangre. Los cordones
estan compuestos de masas de tejido reticular y macréfagos, que descansan entre los senos. (1)

+ Circulacion sanguinea esplénica.

El bazo contiene un suministro rico de sangre, recibe 5% del gasto cardiaco total, esto
es, un volumen de 300 mi/min. La sangre entra al bazo a través de la arteria esplénica, que se
ramifica en forma profusa en las trabéculas. Los vasos pueden terminar en la pulpa blanca, pulpa
roja 0 zona marginal. La sangre que entra al bazo puede tener un transito rapido (circulacion
cerrada) o lento (circulacion abierta). El transito rapido sigue una via relativamente sin obstruccion,
donde la sangre entra a los senos de la pulpa roja desde las arterias y pasa en forma directa al
sistema recolector venoso. Por el contrario, la sangre que entra a la via de transito lento se mueve
arrastrandose por un circuito tortuoso de cordones revestidos de macréfagos antes de ganar el acceso
a los senos. El plasma en los cordones entra con libertad a los senos; pero los eritrocitos encuentran
resistencia en la pared sinusal, de modo que son comprimidos para obligarlos a pasar a través de
aberturas diminutas. Esta destilacion del plasma de los cordones a los senos eleva en forma aguda el
hematocrito en los cordones. El flujo sanguineo lento y la actividad metabédlica continua de los
eritrocitos en los cordones hacen que el medio ambiente esplénico sea hipoxico, 4&cido e
hipoglucémico. Los eritrocitos normales pueden tolerar este entorno nocivo breve y emerger sin
daiio. (1)

W



+ Funciones esplénicas.

La sangre que se vacia en la pulpa blanca y la zona marginal toma la via de transito
lento. Esta via es muy importante para la funcion del bazo que incluye eliminacion selectiva,
“tamizaje” de eritrocitos seniles o dafiados (propiedad del bazo de “quitar” particulas de los
eritrocitos intactos sin destruirlos), defensa inmunitaria y almacenaje. Las células que entran al bazo
por la via de transito lento se concentran en los cordones hipoglucémicos, hipoxicos, un ambiente
nocivo para los eritrocitos decadentes o lesionados. La actividad de la bomba de cationes de los
eritrocitos, cuya energia es el ATP, esta incrementada en las células con membranas dafadas, las
cuales requieren energia adicional para mantener el equilibrio osmético. Debido a la concentracién
baja de glucosa y la circulacion lenta en los cordones esplénicos, la reserva de glucosa en los
eritrocitos seniles o lesionados disminuye con rapidez. Esta disminucion en la disponibilidad de
ATP contribuye a la muerte de estos eritrocitos. El paso lento por esta via rica en macrofagos
permite que los eritrocitos viejos o deteriorados sean removidos antes o durante su estrujamiento al
pasar por poros de 3um a los cordones y senos. Los eritrocitos normales soportan este ambiente
adverso y retornan por ultimo a la circulaciéon. La membrana celular pellizcada puede sellarse por si
misma; pero la célula no puede sintetizar lipidos y proteinas para formar membrana nueva debido a
que carece de organelos. Por ejemplo, un tamizaje extenso reduce la proporcion superficie/volumen
causando la formacion de esferocitos.

El bazo es una linea de defensa importante en las infecciones transportadas por la sangre
debido a su riqueza en linfocitos y células fagociticas y también por su circulacién tnica. Los
antigenos que circulan en la sangre son forzados a un contacto estrecho con fagocitos y linfocitos, lo
que permite que sean reconocidos como extrafios, para desencadenar la fagocitosis y la produccion
de anticuerpos. (1)

- Ganglios linfaticos.

El sistema linfatico esta constituido por ganglios y vasos linfaticos, que drenan en los
conductos linfaticos derecho e izquierdo, los vasos se originan en los espacios del tejido conjuntivo
y transportan la linfa en una direccion hacia los conductos proximos al cuello donde entra a la
sangre. La linfa tiene su origen en el liquido de la sangre que escapa hacia el tejido conjuntivo. Los
ganglios linfaticos, cuya forma semeja un frijol, se presentan en grupos o cadenas a lo largo de los
capilares linfaticos mas grandes. Se componen de linfocitos, macrofagos y una malla reticular
rodeada por una capsula. Los ganglios linfaticos actuan como filtros removiendo particulas extrafias
de la linfa por medio de sus células fagociticas; por lo tanto, su importancia en la defensa
inmunitaria es extrema. Conforme los antigenos circulan a través de los ganglios, se ponen en
contacto con ellos y estimulan a los linfocitos inmunocompetentes a proliferar y diferenciarse en
células efectoras.

Los ganglios linfaticos contienen una area interior, que es la médula, y otra exterior, la
corteza. Las trabéculas fibrosas se extienden hacia el interior desde la capsula para formar
compartimentos irregulares comunicantes dentro del parénquima. La meédula, que rodea a los
linfaticos eferentes, estd constituida por cordones de células plasméticas que yacen entre los
sinusoides. La corteza tiene conglomerados de células llamados foliculos rodeados por linfocitos T y
macrofagos. Las porciones centrales de los foliculos, conocidas como centros germinales, contienen
linfocitos B y varian en estructura en relacion con su estado de actividad. Un ganglio estimulado
puede tener centros germinales con abundantes linfocitos en proliferacion, en tanto que un ganglio
en reposo contiene foliculos con linfocitos y macrofagos pequefios de aspecto normal. (1)
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- Timo.

El timo es un 6rgano linfopoyético localizado en la parte superior del mediastino
anterior. Esta desarrollado al nacimiento y continda creciendo hasta la pubertad. Sin embargo, mas
adelante comienza a atrofiarse hasta que en la vejez apenas se reconoce. Es un 6rgano bilobufado
separado en corteza v médula. La corteza se encuentra muy llena con linfocitos pequefios y algunos
macrofagos y la médula contiene menos células epiteliales medulares y macrofagos.

El proposito primario del timo es servir como un compartimento para la maduracién de
linfocitos T. La hormona timica, timosina, es importante para la maduracion de los linfocitos no
diferenciados en células T inmunocompetentes. Se ha demostrado que los extractos de timosina y
los injertos timicos restablecen la funcion inmunoldgica en los animales timectomizados. El timo se
ocupa de suministrar linfocitos T inmunocompetentes (timocitos) a las areas correspondientes de los
ganglios linfaticos, el bazo y otros tejidos linfoides periféricos. (1)

- Médula ésea.

+ Estructura y funcion.

La médula 6sea es uno de los mas grandes Organos en el cuerpo, siendo en el
humano el principal sitio de formacion de células sanguineas. En un adulto sano la produccion y
salida de células es de aproximadamente 2.5 billones de células rojas, 2.5 billones de plaquetas y 1.0
billones de granulocitos por kilogramo de peso. Esta proporcion de produccion es ajustada a las
necesidades actuales y puede ser variada de cercana a cero a muchas veces lo normal. La médula
Osea es también responsable de la produccion de monocitos y de linfocitos no comprometidos, y
como parte del sistema monocito-macréfago incluido en la sintesis de anticuerpos, reconocimiento
y separacion de células seniles y anormales. A pesar de la relativa facilidad con la cual a estos se les
puede hacer un muestreo y examinar, la médula 6sea ha sido un drgano dificil de estudiar por su
compleja composicion celular. Sin embargo, mejoras técnicas en la separacion celular y cultivos in
vivo e in vitro han llevado al mejor entendimiento de ésta en la homeostasis celular y humoral.

Hasta el final del siglo XIX, la formacion de células sanguineas fue sin embargo la
prerrogativa de los nddulos linfiticos o del higado y bazo. En 1868, Neuman y Bizzozero
independientemente observaron células sanguineas nucleadas en material extraido de costillas de
cadaveres humanos y propusieron que la médula dsea es la mayor fuente de células sanguineas.
Este concepto fue vigorosamente opuesto por muchos hematologos contemporaneos, y esto fue
inicialmente aceptado después que el prestigiado fisidlogo Claude Bernard habia presentado y
respaldado los hallazgos de Neuman en la Academia de Ciencia en Paris. Durante la siguiente
década, examenes postmortem de la médula désea dieron considerable informacion acerca de la
morfologia de las células sanguineas inmaduras, pero un entendimiento dinamico de su maduracidn,
proliferacion y relacion a enfermedad tuvo que esperar a muestras de médula dsea de pacientes
vivos y mejores métodos de tincion.

Las primeras biopsias de médula 6sea fueron hechas probablemente en 1876 por Mosler,
quien uso una aguja de raquea para obtener particulas de médula 6sea de un paciente con leucemia.
A pesar del diagnostico obvio de este planteamiento, pasaron 50 afios antes de que los estudios de
Arinkin en 1929 establecieran al aspirado de médula ésea como técnica segura, facil y atil. Con la
ayuda de Romanowsky, técnicas supravitales de tincidn, la inclusion de métodos para seccionar, la
morfologia e interrelaciones de sangre y médula Osea fueron esclarecidas y se establecio la
existencia de claras lineas celulares.

Durante los ultimos 30 afios, estudios cinéticos de las células de la médula é6sea han
confirmado la existencia de una jerarquia celular. Estos estudios han mostrado que las lineas



celulares consisten en el final de la diferenciacion con una vida finita funcional, capaz de
proliferacién cuando son joévenes pero sin la capacidad propia de renovacion. (3)

El tejido productor de sangre localizado entre las trabéculas del hueso esponjoso se conoce
como médula Osea. Este tejido hematopoyético principal tiene un volumen de 30 a 50 ml/kg. del
peso corporal, mas o menos la mitad realiza hematopoyesis activa, la médula roja. La otra mitad no
tiene actividad hematopoyética y es la médula grasa o amarilla, por lo tanto, la celularidad normal es
de 50%. La médula roja contiene los precursores eritroide y mieloide, con una proporcién normal
mieloide-eritroide (M: E de 1.5:1 a 4:1). Hasta cierto grado, las médulas roja y amarilla aparecen
como interconvertibles. En los cuatro primeros afios de vida, casi todas las cavidades medulares
estan compuestas de médula roja hematopoyética. Después de esta edad, la médula roja de la diafisis
de los huesos largos es reemplazada por tejido graso amarillo. A los 25 afios, la hematopoyesis esta
limitada a la médula de craneo, costillas, esternén, omoplatos, claviculas, vértebras, pelvis, mitad
superior del sacro y extremos proximales de los huesos largos. La celularidad en estas areas decrece
a alrededor de 30% después de los 70 afios.

La celularidad normal de la médula 6sea puede ser alterada por ciertos estados patologicos.
La médula roja normal es capaz de responder a estimulos al incrementar su actividad varias veces su
tasa normal. Como resultado, se vuelve hiperplasica y reemplaza a porciones de la médula grasa, la
hiperplasia acompafia a todos los trastornos en que hay incremento de hematopoyesis o ésta es
ineficaz. El grado de hiperplasia se relaciona con la gravedad y duracion del estado patoldgico. La
pérdida aguda de sangre puede hacer que tejido eritropoyético reemplace en forma temporal al tejido
graso, en tanto que la anemia cronica grave puede causar que la eritropoyesis sea tan intensa que
erosione la superficie interior del hueso. En las enfermedades malignas que invaden o se originan en
la médula 6sea, células anormales en proliferacion pueden sustituir a los tejido hematopoyético y
graso normales. En la leucemia, los leucocitos anormales proliferantes desalojan a los tejidos
hematopoyético y no hematopoyético normales. Por el contrario, el tejido hematopoyético puede
volverse inactivo o hipoplasico. Factores ambientales, como sustancias quimicas o toxinas, pueden
suprimir la hematopoyesis, ademas de otros tipos de hipoplasia determinados genéticamente.

El riego vascular de la médula dsea se realiza por una arteria nutriente y una vena central,
que entran al hueso por los agujeros 6seos y una vena central. La arteria nutriente se ramifica y
enrolla alrededor de la vena central longitudinal que se extiende en la cavidad medular. Las
arteriolas irradian al exterior del endostio dando origen a lechos endostiales de senos
interconectados. Los senos estan revestidos de células endoteliales, las cuales estan interrumpidas
por numerosos espacios celulares a través de los cuales la luz sinusal esta en contacto directo con el
parénquima medular. Los senos drenan a vénulas recolectoras. Estas vénulas se abren a conductos
venosos mas anchos que terminan en la vena central. La médula hematopoyética se encuentra
adyacente al endostio. La médula grasa ocupa la cavidad central y rodea a los vasos sanguineos. La
reticulina sirve como malla de sostén del tejido hematopoyético y la vasculatura medular. Este
estroma medular normal es esencial para la maduracién y liberacion ordenadas de las células
hematopoyéticas.

Las células hematopoyéticas logran el acceso a los sinusoides en ciertos puntos criticos de la
maduracion y entran a la circulacidn. Las células sanguineas maduras deben tener la propiedad de
deformarse de modo que puedan pasar a través de los estrechos espacios del revestimiento
sinusoidal.

Existe un patron para el ordenamiento de las células hematopoyéticas dentro de la cavidad
medular, constituyen entre 25 y 30% de las células medulares, los eritroblastos son producidos cerca
de los senos. Un hallazgo comun en estas células en desarrollo es la isla eritroblastica, la cual esta
compuesta de un solo macréfago circundado por eritroblastos en grados variables de madurez. El



citoplasma del macrofago se extiende fuera de los eritroblastos circundantes. Se sospecha que
durante esta asociacion estrecha, el eritrocito en formacion adquiere hierro del macrofago. Las islas
eritroblasticas aumentan en las anemias hemoliticas. Los granulocitos se producen en nichos que
estn lejos de los senos vasculares y proximos a las trabéculas y las arteriolas. En la etapa de
metamielocitos, comienzan a moverse hacia el seno. Los linfocitos yacen en racimos que rodean a
las arterias radiales pequefias.

Los megacariocitos se localizan sobre aberturas endoteliales en las paredes sinusoidales y
liberan plaquetas directamente a la luz del seno, a causa de su gran tamafio, no se deslizan a la
circulacion y, de hecho, pueden evitar el escape de elementos celulares menores a los senos. (1)

La hematopoyesis en mamiferos toma lugar en los espacios extravasculares entre los senos
de la médula 6sea. La pared de los senos es compuesta de una capa luminal de células endoteliales y
una cubierta de células reticulares adventicias las cuales forman una cubierta externa incompleta y
una delgada lamina interrumpida esta presente entre esas capas celulares. (3)

Las células endoteliales forman una cobertura completa de la superficie interior de los senos.
Las células endoteliales son anchas y planas con uniones sobrepuestas o interdigitales permitiendo la
extensiva expansion de volumen.

+ Matriz celular.

La superficie adventicia del seno vascular estd compuesta de células reticulares, los
cuerpos de éstas estan continuos con el seno, formando una parte de esta cubierta adventicia. Su
proceso citoplasmico es afluente sobre la pared externa del seno y forma una vaina adventicia.

Las células reticulares sintetizan fibras reticulares, que a lo largo de su proceso citoplasmico,
se extienden dentro del compartimento hematopoyético y forman una malla en la cual las células
hematopoyéticas descansan. Los cuerpos celulares, sus procesos y fibras constituyen el reticulo de la
médula osea. (3)

- Higado.

El higado es el 6rgano mas grande del cuerpo; pesa en el adulto alrededor de 1.5 Kg.
y se localiza bajo el diafragma en la parte superior del abdomen. Su sistema circulatorio es Unico, ya
que tiene un suministro doble de sangre a través de la arteria hepatica y la vena porta. La sangre de
esta ultima proviene de las vias digestivas, el pancreas y el bazo, este rico suministro de sangre es la
causa principal del color rojo o pardo rojizo del érgano.

El higado esta constituido por un gran numero de unidades funcionales llamadas l6bulos
hepaticos. Cada l6bulo consiste de una vena central circundada por placas irregulares
interconectadas de células hepaticas (hepatocitos), que se distribuyen hacia el exterior. Los
sinusoides separan estas placas de hepatocitos, espacios canaliculares entre hepatocitos adyacentes
forman fos canaliculos biliares. Estos conductos recogen la bilis y la transportan a los conductos
hepaticos. En la periferia de los 16bulos, se encuentran las areas portales. Cada area consiste de tres
conductos diminutos: una vénula (rama de la vena porta), una arteriola (rama de la arteria hepéatica)
y un conducto biliar, también puede haber vasos linféticos.

Las ramas de la vena porta y la arteria hepatica drenan en {os sinusoides. Estos conductos, a
su vez, vacian en la vena central. Los sinusoides estan separados de los hepatocitos por un espacio,
el espacio de Disse. El interior de los sinusoides esta revestido por dos tipos de células: epiteliales y
de Kupffer. Pequeiios espacios entre las células epiteliales y las de Kupffer hacen al revestimiento
discontinuo y permiten al plasma un acceso directo a los hepatocitos. Sin embargo, el revestimiento
rechaza a los eritrocitos. El segundo tipo de células en el revestimiento sinusoidal, la célula de



Kupffer, por fo general tiene forma de estrella debido a la existencia de proyecciones citoplasmicas
y esta adherida a las células epiteliales y éstas pueden extenderse a la luz del sinusoide o cruzarla.
Aunque el higado no es un filtro como el bazo, las células de Kupffer fagocitan grandes cantidades
de material presente en la sangre, incluyendo derivados del fibrindgeno, productos de degradacion
de la fibrina, proteinas activadas de la coagulacion, plaquetas, leucocitos dafiados y eritrocitos
decadentes o lesionados; no obstante, el bazo es algo mas eficiente para remover eritrocitos
ligeramente dafiados y extraer inclusiones de los mismos debido al ambiente relativamente estatico
de las células de la sangre en sus cordones revestidos de macrofagos. Puede existir un tercer tipo de
células en el revestimiento sinusoidal haciendo frente al espacio perisinusoidal, el lipocito, una
célula que acumula lipidos.

Ademas de su funcidén de filtro para las células sanguineas, el higado depura diversos
farmacos y sustancias por oxidacion, metilacion y conjugacion. La bilirrubina, uno de los productos
metabdlicos del catabolismo de la hemoglobina, es conjugada por la enzima hepitica,
glucuroniltransferasa, y excretada en la bilis. Esta Gitima ayuda a la emulsificacion y absorcion de
los fipidos en las vias digestivas. Otras funciones del higado incluyen el metabolismo de proteinas,
grasas, carbohidratos y el almacenaje de hierro y vitaminas A, B y D.

En el feto, el higado es el sitio principal de la hematopoyesis desde el tercer mes de gestacion
hasta poco antes del nacimiento. Esta funcion hematopoyética es retenida después de nacer. Por lo
tanto, si la médula oOsea pierde su capacidad para formar células sanguineas debido a invasion por
células extrafias o tejido fibroso, el higado puede reasumir su produccion. (1)

1.1.3. Produccion celular,

. La principal funcién de la médula 6sea es la de suplir a la sangre circulante con células
maduras durante condiciones de periodos continuos o durante periodos de incremento de la
demanda. El control y ajuste de formacion celular es forzado en el nivel de las células progenitoras
de la médula osea. Estas células, pertenecientes a lineas celulares sencillas, estin comprometidas a
continua proliferacion, y un cambio inducido en su proporcion de proliferacion, eventualmente
podria resultar en un cambio en la salida de células rojas maduras. Las CTH tempranas son
pluripotenciales y capaces de diferenciacion a cualquier CTH multipotencial linfoide o mieloide.
Las CTH linfoides dejan la médula osea para su subsecuente diferenciacion en células B o T en los
nodos linfaticos o timo, respectivamente. Las CTH mieloides proliferan bajo el estimulo de una
variedad de factores estimulantes de colonias y se diferencian al azar en células de propia
renovacion  con miltiples opciones de nuevos desarrollos. Eventualmente ellas empiezan a
sensibilizar a nuevos factores de crecimiento y diferenciacion, perdiendo mas de sus opciones de
diferenciacion y cambiando en células progenitoras bi o unipotenciales aun cuando éstas células
maduran continuamente, es probable que retengan alguna capacidad limitada para su
autoperpetuacion; morfologicamente, probablemente las CTH y progenitoras se parezcan.
Experimentalmente, las CTH y progenitoras son identificadas por su capacidad de repoblar la
médula dsea después de dafio hematopoyético y por su habilidad de crecimiento y diferenciacidn en
cultivos in vitro. (3)
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1.1.4. Liberacién celular,

La migracion celular ocurre entre las células adventicias, pero a través de los canales que
desarrollan las células endoteliales al tiempo del transito cefular. Por otra parte, las células maduras
estan a un lado de los senos y cuando estan listas para salir son presionadas contra el endotelio
intacto. Los pseuddépodos de las células estarian entrando al citoplasma de [as células endoteliales
sin romper, a través de la porcion luminal de la membrana plasmatica de las células endoteliales. De
este modo, ha concluido la migracion celular haciendo el agujero que se desarrolld en el citoplasma
de las células endoteliales. El diametro de los canales de migracion es casi siempre mas estrecho que
el diametro esférico de la célula, requiriendo una deformacion celular durante su trénsito. Las
células maduras, pero no las inmaduras, son encontradas en el proceso de salida y la propulsion es
presumiblemente requerida por las células para cruzar a través de la pared del seno.

Un nimero de factores liberados ha sido implicado en la iniciacion de la salida de la médula
osea. Los mejor caracterizados son para los granulocitos, los cuales incluyen el componente C3 del
complemento, hormonas glucocorticoides, esteroides androgénicos y endotoxinas, los factores
liberados por reticulocitos y plaquetas han sido mas dificiles de identificar y podrian tener menor
importancia biologica.

El citoplasma celular reticular es una barrera para los reticulocitos en la superficie luminal
del endotelio. La flebotomia, la anemia hemolitica inducida por fenithidrazina y eritropoyetina
resultan en una marcada reduccién de la cubierta de células adventicias que cubren el seno, un
proceso para facilitar la salida celular a través del endotelio.

Para dejar la médula 6sea, los reticulocitos se presumen inhabiles para usar la fuerza mévil
intrinseca analoga al movimiento ameboide, que puede ser generado por los leucocitos y por el
citoplasma megacariocitico, lo cual aparentemente depende de un gradiente de presion que cruza la
membrana a través de los poros y la hace emerger como una esfera.

El patron de granulocitos, monocitos y linfocitos que salen a través de la pared del seno es
similar a la de los reticulocitos. Pequefias porciones del citoplasma del leucocito pueden penetrar en
el endotelio sinusoidal y pequefias partes del leucocito parcialmente traslocado que cruzan el
endotelio, indican una marcada deformacion de las células que ocurre cuando ellos penetran el
citoplasma de la célula endotelial para entrar al lumen del seno. El nucleo de los granulocitos,
usualmente segmentados, no requiere una marcada deformacién en ‘su travesia de migracién por los
poros como los monocitos y linfocitos. (3)

[.1.5. Derivacion de las células sanguineas.

Las células sanguineas maduras tienen una vida limitada y, con excepcion de los linfocitos,
no pueden autorrenovarse. Reemplazar las células hematopoyéticas periféricas decadentes es
funcion de elementos més primitivos en la médula o6sea llamados CTH. Estas ultimas, se
caracterizan por su propiedad de diferenciarse en distintas lineas celulares con funciones
especializadas y por su capacidad para regenerarse de modo que se conserve el compartimento de
las mismas. Se pensaba que los mieloblastos y los eritroblastos, debido a su alto indice mitético,
eran los encargados de conservar la cantidad normal de células sanguineas maduras, lo cual no pudo
comprobarse. Cuando las células de la médula d6sea se marcan con isotopos radiactivos para
determinar sus indices de profiferacion, se observa que la proliferacion potencial de mieloblastos y
eritroblastos se limita a unas cuantas divisiones celulares, por lo tanto, estas células no podrian
reemplazar a los miles de millones de células que se requieren diariamente.

It



La investigacion subsecuente verifico la existencia de CTH claramente distintas de los
mieloblastos y los eritroblastos; no obstante, persistid la duda acerca de cuantos tipos diferentes de
CTH existen. Se han propuesto dos teorias divergentes acerca de estas células: la teoria monofilética
y la polifilética. La primera propone una ¢élula precursora comdn, la CTH pluripotencial que, bajo
fa influencia de factores humorales desconocidos, puede dar origen a cada una de las lineas celulares
de la sangre. La célula pluripotencial seria capaz de autorrenovacion, proliferacion y diferenciacion
en todas las lineas celulares hematopoyéticas. Por el contrario, la teoria polifilética propone que
existen CTH monopotenciales capaces de diferenciarse en uno y solo un tipo de célula sanguinea.
Una mediacion entre estos dos extremos fue la proposicion de que existen varias CTH, pero algunas
tienen el potencial para diferenciarse en mas de un tipo de célula sanguinea.

Los datos clinicos y experimentales que ahora existen, se inclinan con firmeza hacia la teoria
monofilética. Basandose en estos resultados, las células hematopoyéticas pueden clasificarse en tres
compartimentos celulares dependiendo de su grado de madurez. En orden creciente de maduracidn
estos compartimentos son: 1) células multipotenciales primitivas capaces de autorrenovacion y
diferenciacién en todas las lineas celulares sanguineas, 2) células progenitoras restringidas
destinadas a desarrollar lineas celulares definidas, 3) células maduras con funciones especializadas y
que han perdido su capacidad para proliferar.

Tili y McCulloch, en 1961, demostraron el potencial de CTH tnicas para repoblar el bazo de
ratones radiados en forma masiva, con todas las lineas celulares sanguineas. Los ratones fueron
radiados hasta la destruccion completa de todas las células hematopoyéticas, de inmediato se les
transfundieron por via intravenosa células de médula Osea normal de ratones donadores. En las
etapas iniciales de la recuperacion, el bazo y la médula 6sea de los animales transfundidos mostraron
nodulos macroscopicos de células hematopoyéticas en proliferacion, aunque los primeros siete a
ocho dias, los nodulos contenian solo una linea celular (eritrocitica, mielocitica o megacariocitica), a
los 14 dias los nodulos existentes mostraron poblaciones cefulares mixtas. La célula que formé la
colonia se denominé unidad formadora de colonia-bazo (UFC-B). Se ha sugerido que los nodulos
que aparecen a los siete dias derivados de CTH restringidas unipotenciales son mas maduras, en
tanto que los nodulos de 14 dias derivaban de una CTH pluripotencial mas primitiva. También es
interesante notar que los nodulos aparecieron en areas especificas del bazo de acuerdo a su linea
celular predominante. Las colonias eritrociticas se asentaron en la superficie esplénica, las
megacariociticas crecieron bajo la capsula y las mielociticas se desarrolian dentro del bazo. Esta
preferencia por ciertas areas del bazo puede ser causada por la influencia del ambiente local,
llamado microambiente hematopoyético inductivo (MHI), sobre la CTH. Los estudios de la
influencia del estroma de la médula dsea sobre la hematopoyesis, en ratones y cricetos (hamsters),
han sugerido que es esencial la presencia de un estroma normal para que la hematopoyesis tenga
lugar en forma adecuada. -

Experimentos subsecuentes han proporcionado pruebas directas de la existencia de CTH
pluripotenciales. Células medulares de donadores fueron radiadas en forma suficientemente intensa
para causar aberraciones cromosomicas y luego se inyectaron en receptores radiados de manera
letal. En los nodulos esplénicos de células hematopoyéticas, se encontraron tipos celulares diferentes
con el mismo cariotipo tinico. Ademas, suspensiones celulares de estos nodulos fueron inyectadas en
otros ratones radiados y se formaron nodulos esplénicos nuevos con anormalidades cromosomicas
similares. Estos estudios indican que existe una sola célula medular capaz no solo de diferenciarse
en tipos celulares hematopoyéticos diferentes; si no también puede autorrenovarse en el mismo tipo
original de célula.

La mayor parte de los estudios indican que aunque UFC-B da origen a monocitos,
neutrofilos, megacariocitos y eritrocitos, no forma linfocitos. La investigacion reciente con



marcadores cromosomicos sugiere que es probable que el linfocito y la UFC-B tengan una CTH
mas primitiva, que forma a las células progenitoras de UFC-B y linfoide.

Los métodos in vitro para el cultivo de CTH humanas en agar semisolido han suministrado
pruebas de la existencia de CTH unipotenciales o bipotenciales (restringidas) que derivan de UFC-
B. Antes se pensaba que un factor estimulante de colonia (FEC) al actuar solo en el ambito de la
CTH restringida granulocitica-monocitica, puede ser capaz de inducir al UFC-B a proliferar y
diferenciarse en estas CTH restringidas. Los linfocitos T, monocitos y macrofagos pueden inducir la
produccion de FEC. En el sistema de cultivo eritroide, las células progenitoras dan origen a dos
tipos distintos de colonias eritroides en presencia de eritropoyetina. Un tipo de colonia crece a un
tamafio maximo en siete a ocho dias, madura y degenera, la progenitora unipotencial sensible a la
eritropoyetina de esta colonia se denomina UFC-E. Una célula progenitora unipotencial mas
primitiva, derivada de las UFC-B con insensibilidad relativa a la eritropoyetina, forma colonias mas
grandes después de 14 dias en forma de brotes bruscos. La célula progenitora de esta colonia se
conoce como unidad formadora de brotes-eritroide (UFB-E). Se considera que UFC-E es un
descendiente de UFB-E y da origen al primer precursor de eritrocitos reconocible, el
pronormoblasto.

Estos estudios que utilizan cultivos en agar han indicado también la existencia de colonias
monociticas-neutrofilas derivadas de colonias madre Gnicas. Estas colonias requieren factor
estimulante de colonias para su desarrollo. La CTH bipotencial que da origen a estas colonias se
denomina unidad formadora de colonias en cultivo (UFC-C) pero es mas comun referirse a ella
como unidad formadora de colonia-neutrofilos y monocitos (UFC-NM). Los eosinofilos rara vez
aparecen en las mismas colonias que los neutrdfilos y monocitos, lo cual indica la probabilidad de
que aquellos deriven de una célula formadora de colonia diferente. Por lo general, los basofilos no
crecen en este sistema.

Es probable que los nédulos megacariociticos deriven de CTH restringidas a la
megacariopoyesis (UFC-Meg). Sin embargo, se han encontrado megacariocitos en colonias mixtas
con neutrofilos y monocitos, lo cual indica que bajo ciertas circunstancias fa UFC-NM también
puede diferenciarse en megacariocitos.

Las CTH restringidas bipotenciales y unipotenciales son estimuladas a proliferar y
diferenciarse por un estimulo humoral especifico. Como ya se describio, la eritropoyetina es el
estimulo especifico para las células unipotenciales restringidas a la eritropoyesis. También existen
pruebas de la presencia de las sustancias humorales, leucopoyetina y trombopoyetina, como el
estimulo para la leucopoyesis y la trombopoyesis, respectivamente. (1)

1.1.6. Eritrocito.

El eritrocito fue uno de los primeros elementos microscopicos reconocidos y descritos
después del descubrimiento del microscopio, por siglos, estos corpisculos fueron considerados
particulas inertes sin funciones. En 1817, Francois Magendie, diluyé la sangre con agua, no
encontré corplsculos microscopicos y en forma erronea dedujo que los eritrocitos, observados por
otros, eran probablemente particulas de aire. Ahora se sabe que los eritrocitos suspendidos en agua
estallan, lo que explica los hallazgos negativos de Magendie. Fue hasta 1865, cuando Hoppe y
Seyler descubrieron la capacidad para transportar oxigeno del pigmento rojo (hemoglobina) de los
corpusculos, y fa funcidn de estos “globulos” comenzd a comprenderse, en la actualidad se reconoce
que el eritrocito es una de las células mas especializadas del cuerpo.



La eritropoyesis es en condiciones normales un proceso ordenado, por lo que la
concentracion periférica de eritrocitos se mantiene en equilibrio. La estimulacion hormonal de la
célula madre eritroide restringida (UFC-E) conduce a proliferacion, diferenciacion y maduracion de
las células precursoras en la médula 6sea. Los precursores eritroides nucleados de la médula osea
son llamados de manera colectiva eritroblastos o normoblastos. Los eritrocitos que han madurado
hasta la etapa de anucleados pasan a la circulacion periférica, una vez que los eritroblastos han
perdido sus nticleos se llaman eritrocitos. Los eritrocitos jévenes con RNA residual se nombran de
manera mas precisa como reticulocitos.

La maduracién de los eritroblastos en la médula dsea ocurre en una secuencia ordenada y
definida, en el proceso, la célula disminuye en forma gradual de tamado. Esta reduccién ocurre al
mismo tiempo que la condensacién y expulsion final del nicleo, también incluye un incremento en
la produccion de hemoglobina. Aunque las etapas de maduracion por lo general se describen
escalonadas, en realidad es un proceso gradual. En un frotis de médula 6sea, algunas células no
cumplen con todos los criterios particulares de cierta fase. Las etapas que se reconocen desde las
células mas inmaduras al eritrocito son: proeritroblasto, eritroblasto basofilo, eritroblasto
policromatico, eritroblasto ortocromatico, reticulocito y eritrocito.

Por lo comun, los eritroblastos emplean de cinco a siete dias para proliferar y madurar en el
compartimento de la médula 6sea, después de la maduracion, el reticulocito pasa a los senos de la
médula y sale a la sangre periférica. El reticulocito liberado continia su maduracion en la sangre
periférica por un dia mas. El eritrocito maduro circulante tiene una vida de 100 a 120 dias, la
duracion de vida relativamente larga, explica por qué una cantidad pequefia de médula eritroide
puede cubrir el requerimiento de la gran masa de eritrocitos circulantes. (1)

1.1.7. Leucocito

Los leucocitos proceden de CTH pluripotenciales primitivas de la médula 6sea. Mediante
estimulacion hormonal especifica, la célula precursora prolifera y se diferencia en los diversos tipos
de leucocitos: granulocitos (que incluyen neutrofilos, eosinofilos y basédfilos), monocitos y
linfocitos, al madurar estas células pueden pasar a la sangre periférica o permanecer almacenadas en
la médula dsea hasta que se necesiten.

La cuenta fotal de leucocitos se eleva al nacimiento de 9 a 30 x 10’/1. En los primeros dias de
vida pueden verse algunas células inmaduras (mielocitos, metamielocitos); pero, después de esa
edad los leucocitos inmaduros no circulan en la sangre periférica, excepto en enfermedad. En una
semana, la cuenta de leucocitos disminuye entre 5 y 21 x 10%/I hasta los cuatro afios hay una
declinacion gradual a un promedio de 8 x 10%1. Los valores en el adulto oscilan de 4.0 a 10.5 x
10°/1, los individuos de raza negra poseen promedios menores, suceso también comiin en individuos
de mayor edad.

El neutrofilo es el leucocito mas numeroso en la sangre periférica del adulto, 54 a 62% (2 a 7
X IOQ/[). Al nacer la concentracion de neutrofilos es casi de 60%, este valor baja a 30% entre cuatro
y seis meses. Después de los cuatro afios, la concentracion de neutrofilos aumenta en forma gradual
hasta alcanzar los valores del adulto a los seis afios. La mayor parte de los neutrofilos es una forma
segmentada madura; pero, en muestras normales pueden observarse algunas bandas. La mayor parte
de las variaciones en la cuenta leucocitaria total se debe a un incremento o decremento de
neutrdfilos.

El neutrofilo experimenta 6 modificaciones morfologicas ldennﬁcables en el proceso de
maduracion desde la CTH unipotencial a neutrofilo segmentado funcional: 1) mieloblasto, 2)



promielocito (progranufocito), 3) mielocito, 4) metamielocito, 5) granulocito en banda, 6)
granulocito segmentado o neutrdfilo polimorfonuclear (PMN).

Durante la maduracion hay un cambio progresivo en el nucleo. Los nucleolos desaparecen, la
cromatina se condensa y la masa nuclear, antes redonda, empieza a mostrar muescas y por ultimo se
segmenta. Estos cambios nucleares se acompafian de modificaciones citoplasmicas definidas. El
citoplasma baséfilo agranular, escaso en las etapas mas jovenes, es reemplazado de manera gradual
a voluminoso tefiido de rosa al final de la diferenciacion.

Los valores de eosinofilos se mantienen para siempre en 1 a 3% (0 a 0.45 x 10°/]). Es posible
que la eosinofilia no pueda verse en un diferencial de cien células; no obstante, un sondeo cuidadoso
del frotis entero deberé revelar una eosinofilia ocasional.

Es aleatorio afirmar que el eosinodfilo se origina del mieloblasto o de una CTH unipotencial
separada. Colonias discretas de eosinofilos se desarrollan en cultivos de agar semisolido, separadas
de las de neutrofilos y monocitos, por accion de un factor estimulante de colonias secretado por los
linfocitos T activados. Esto sugiere que los eosin6filos tienen una célula progenitora independiente.
El eosinéfilo experimenta una maduracion morfologica semejante a fa del neutrofilo. No es posible
diferenciar por su morfologia a los precursores de eosinéfilos de los correspondientes neutrofilos
con el microscopio de luz hasta la etapa de mielocito, cuando aparecen las granulaciones acidéfilas
tipicas., Al contrario de la formacién de granulos primarios y secundarios en los neutrofilos, las
pruebas indican que durante el proceso de maduracion del eosindfilo solo se forma un tipo de
granulos citoplasmicos. La produccion empieza en la etapa de promielocito, cambia en forma
gradual sus caracteristicas de tincion de pirpura obscuro o azul, y por dltimo al color rosa
anaranjado tipico. Los mielocitos eosinofilos son células distintivas que se caracterizan por la
abundancia de granulos eosinofilos grandes (0.5 a 1.5 pm). La maduracion de mielocito a
metamielocito, banda y forma segmentada es analoga a la de los neutrofilos con depresion y
segmentacion gradual del niicleo, sin cambio apreciable en el citoplasma. Los granulos esféricos
anaranjados rojizos son de igual tamafio y distribucién de manera uniforme en toda la célula. Debido
al escaso porcentaje de eosinofilos en la médula dsea, no es util intentar la diferenciacion del
eosinéfilo y de sus etapas de maduracion, cuando la cuenta es normal. Su tiempo de maduracion y
almacenaje medular es mis o menos de nueve dias. Los granulos eosindfilos derivan de los
azurofilos y no son, como los neutrdfilos, una poblacion independiente, Los granulos azurdfilos se
convierten en eosinofilos, se observan como granulos de color rojo violeta, granulos anaranjados y
formas transicionales, de color gris entre ellos. El color naranja de los granulos eosinofilos es debido
a sus componentes de mucopolisacaridos y proteina basica de los eosinéfilos

Los basofilos son las células menos abundantes en la sangre periférica, 0 a 1% (0 a 0.2 x
10°/1), por lo que no es inusitado que las personas experimentadas reporten 0% de basofilos en
diferenciales de cien células, aunque el hallazgo de una basofilia absoluta es muy importante ya que
con frecuencia indica neoplasias malignas hematoldgicas, éstos son los granulocitos. mas pequefios
(10 a 14 um) y se originan en la médula dsea, siendo su proceso de maduracién anélogo al de los
neutrofilos. La primera etapa reconocible es el promielocito, aunque es muy dificil de diferenciar la
de ta correspondiente en eosinéfilos y neutrofilos. El promielocito basofilo es mas pequefio con una
proporcidn N: C mas elevada que el promielocito neutrdfilo o eosinédfilo. Igual que en los
eosindfifos, las diversas etapas de maduracion del basofilo se caracterizan por depresion y
segmentacion gradual del nicleo. Las formas mielocitica, metamielocitica, banda y segmentada de
los basofilos se diferencian con-facilidad de otros granulocitos por la presencia de grandes granulos
negros purplreos (0.2 a 1.0 pum), distribuidos de modo irregular en todo el citoplasma. En un
principio se considerd que estos granulos eran baséfilos, en [a actualidad, se ha establecido con



precision que lo que se creia que eran granulos “basofilos” son en realidad metacromaticos y
contienen histamina y un mucopolisacarido sulfatado (heparina). Los granulos han sido llamados
“bolsas sucias” porque la liberacion de grandes canuidades de estos granulos en el choque
anafilactico puede causar la muerte del individuo. Su solubilidad en agua hace que los granulos
celulares parezcan escasos en los frotis teilidos. Con frecuencia, se observan solo unos cuantos
eranulos tefiidos en forma intensa sobre el nicleo, en tanto que los restantes tienen un aspecto
desteiiido. Por o comin, el nticleo es bilobulado en el baséfilo maduro, pero su conformacion real la
cubren con frecuencia los granulos superpuestos. El citoplasma puede tener un color rosa o lavanda,
o no esta tefiido. Debido a que estas células son tan escasas en la médula 6sea y sangre periférica.

Basofilos y células cebadas actian como mediadores de las respuestas inflamatorias, en
especial de las respuestas inflamatorias, en especial las de hipersensibilidad. Estas células tienen
receptores de membrana para IgE que, al adherirse, provocan la desgranulacion celular; este Gitimo
proceso libera enzimas vasoactivas, broncoconstrictivas y quimiotdcticas (en especial para los
eosinofilos). Esta liberacion de mediadores inicia los signos clinicos clésicos de la hipersensibilidad
inmediata. Estas células pueden sintetizar mas granulos después de la desgranulacion inicial.

Los monocitos por lo general oscilan de 4 a 10% (0.2 a 0.8 x 10°/1) de feucocitos. En
ocasiones, los linfocitos reactivos pueden semejar monocitos. Estos se forman en la médula 6sea a
partir de unas células madres bipotenciales (UFC-NM) que pueden dividirse en dos tipos de células

“maduras: neutrofilos y monocitos. Se desconoce el estimulo para la maduracion en una u otra linea
celular; pero es probable que intervenga una enzima analoga a la eritropoyetina. La bipotencialidad
del precursor del monocito que respalda las semejanzas morfologicas e inmunolégicas de clonas
neoplasicas, se observa en las leucemias que afectan a monocitos y neutrofilos. La proliferacion
clonal neoplasica de neutréfilos como ocurre en la leucemia mieloide cronica, asi como en la
leucemia mielomonoblastica aguda, hay proliferacién incontrolable de monoblastos y mieloblastos.
En estos transtornos es muy probable que la célula que sufrié transformacion maligna sea la madre
bipotencial.

Los precursores monociticos en fa médula dsea son monoblastos y promonocito. Estas
células son abundantes solo en procesos leucémicos del sistema monocitico. Se desconoce si el
proceso leucémico de maduracion simula la monocitopoyesis normal. En el microscopio de luz es
dificil distinguir por su morfologia al monoblasto medular del mieloblasto, excepto cuando hay una
proliferacién notable de la serie monocitica, como ocurre en la leucemia menocitica. Se emplean
con frecuencia colorantes citoquimicos para diferenciar estas dos lineas celulares. El promonocito es
la primera etapa en que se desarrollan caracteristicas morfoldgicas que permiten su diferenciacion
como precursor monocitico en el microscopio de luz. La identificacioén de los primeros precursores
del monocito se facilita por la observacion de pliegues, dobleces o depresiones en el niicleo y por su
relacion con monocitos maduros.

Por afios, después de su descubrimiento, el linfocito, fue considerado un componente
insignificante de la sangre y la linfa. Desde 1960 los extraordinarios adelantos en inmunologia han
coronado al linfocito como directriz de las actividades de todas las demas células de la respuesta
inmunitaria. La funcion primaria del linfocito es reaccionar con antigenos y trabajar con monocitos
para modular la respuesta inmunitaria.

La concentracion de linfocitos varia con la edad del individuo. Alrededor de 30% de
leucocitos son linfocitos al nacer, éstos aumentan a 60% alrededor de los tres a cuatro meses y
permanecen en ese valor hasta los cuatro afios, ocurre luego una declinacion gradual hasta alcanzar
valores de 30% a los ocho afios. En los adultos la concentracion varia de 20 a 40% (1.5 a 4.0 x 10°/})
y después de los 65 afios, los linfocitos disminuyen en ambos sexos.
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Como ya se describio, la linea celular linfoide surge de la CTH pluripotencial que se
encuentra en la médula 6sea. Dicha célula da origen a dos células madres restringidas Ia linfoide y
la mieloide. La primera se diferencia y madura, bajo la influencia inductiva de microambientes
selectivos, en dos  tipos de linfocitos de morfologia idéntica, pero inmunoldgica y funcionalmente
diferentes: linfocitos T y linfocitos B. (1)

Las CTH medulares pueden dar origen tanto a células mieloides como a células linfoides.
Las segundas se diferencian probablemente a partir de una hipotética célula formadora de colonias
linfoides que puede dar origen a dos tipos de linfocitos: unos que siguen la linea de diferenciacion
hacia linfocitos B, dentro de la misma médula oOsea, y otros que tempranamente abandonan la
médula dsea y se establecen temporalmente en el timo para seguir la linea de diferenciacién hacia
linfocitos T.

Los linfocitos que se convertiran en linfocitos B permanecen en la médula dsea y en este
sitio experimentan una serie de cambios peculiares en su genoma. Para explicar estos cambios hay
que recordar que las inmunoglobulinas o anticuerpos estan constituidos por dos cadenas protéicas
mayores (pesadas) y dos cadenas protéicas menores (ligeras). Las porciones terminales de una
cadena pesada y una ligera forman, en conjunto, la zona de unién con los antigenos. Estas porciones
son distintas para ¢ada antigeno.

Una vez que en un linfocito en la médula Osea ha tenido este rearreglo de los genes de las
cadenas pesadas y ligeras (que incluye la eliminacion de varios genes intermedios situados entre los
genes que si permanecen y se combinan), la célula es llamada linfocito “B”. A continuacion la célula
se reproduce varias veces “horizontalmente” —es decir, sin cambiar su estado de maduracién -, para
formar una pequeifla familia o “clona” de células, todas ellas con el mismo rearreglo genético.

Las células de la clona empiezan a producir la inmunoglobulina peculiar que su rearreglo
genético también peculiar y azaroso determina; en esta etapa de maduracién no secrefan las
moléculas de inmunoglobulinas, sino que las insertan en fa bicapa lipidica de la membrana
plasmatica, con las zonas de unién para el antigeno dirigidas hacia el exterior. Estas
inmunoglobulinas de superficie funcionan como receptores especificos para el antigeno.

La union del antigeno en las condiciones apropiadas determinara que estas células proliferan
atin mas, amplificando enormemente la clona, y que algunas de ellas inicien su maduracion hacia
células plasmaticas. Estas células ya no poseen inmunoglobulinas de superficie sino que las
secretan. La clona que en el curso de la vida no se encuentra con su antigeno se produce en millones
de células; azarosamente se determinan millones de clonas distintas, cada una de ellas con la
capacidad para formar un tipo diferente de inmunoglobulina.

De la misma manera que los linfocitos B rearreglan genes que codifican para
inmunoglobulinas, los linfocitos que migran al timo rearreglan en este sitio los genes que codifican
para la porcion terminal de las dos cadenas (o y B) que forman el receptor de las células T, una
molécula parecida a una inmunoglobulina, que los linfocitos T utilizan como un receptor de
membrana para antigenos, aunque nunca la secretan,

En el timo se producen millones de clonas diferentes de linfocitos T, cada una con un
receptor de células T distinto. Cuando en el timo aparece un linfocito cuyo receptor de células T, por
azar, es complementario con una molécula propia de ese 6rgano, ese linfocito es destruido.
Simultaneamente al rearreglo genético, los linfocitos T adquieren una de dos moléculas de
membrana: o la proteina CD4 o la proteina CD8. Cuando salen del timo los linfocitos T poseen en
su membrana tanto- moléculas receptoras para antigenos (receptores de células T) como moléculas
de “co-receptores” (CD4 o CDS8, pero no ambas).

El nimero de representantes de cada clona de linfocitos T y B no es muy grande; como estas
células no pueden estar simultaneamente en todos los sitios del cuerpo por donde pueden ingresar



los antigenos, viajan de un sitio a otro utilizando la sangre para transportarse. Estos son los
linfocitos T y B “pequefios”, mal llamados “maduros”, que encontramos en la sangre. Las células
tienen escaso citoplasma débilmente baséfilo y su nicleo es pequeiio, con cromatina gruesa
irregularmente condensada sin nucleolos.

Los linfocitos pequefios normalmente observados en la circulacion corresponden a células T
(aproximadamente el 80%) y a células B (aproximadamente 20%), pero no pueden distinguirse
morfologicamente entre si con tinciones de Romanowsky. Los estudios de inmunocitoquimica con
anticuerpos monoclonales, muestran que ambos tipos son similares: células pequefias con escaso
citoplasma débilmente basdfilo y nicleo que ocupa un porcentaje grande del volumen celular, con
cromatina gruesa, sin nucleolos. Los linfocitos B son positivos para CD20 y los T para CD3, entre
otros.

Por otro fado, las formas maduras de ambos tipos celulares son diferentes y reconocibles
morfoldgicamente. En el caso de los linfocitos T, una vez que una clona se ha puesto en contacto
con su antigeno correspondiente a través de células presentadoras de antigenos apropiadas, las
células empiezan a reproducirse para aumentar la poblacion de la clona. Simultineamente se inicia
la maduracion que comienza por la tansformacion de las células T a inmunoblastos.

Esta transformacion blastica —que solamente se observa en los tejidos linfaticos- se produce
porque ahora las células empiezan a sintetizar proteinas en mayor cantidad. En las porciones de

" cromatina desenrollada se sintetizan moléculas de RNA mensajero y de transferencia. En otras zonas
se sintetizan moléculas de RNA ribosomal que se acumulan mientras maduran, formando los
nucleolos. Una vez que los ribosomas han salido al citoplasma y se han unido cisternas
membranosas para formar el reticulo endoplasmico rugoso, el citoplasma adquiere un color basofilo
intenso y aumenta de tamaiio.

Cuando todo el aparato sintético de proteinas (RNAm, RNAt y ribosomal) se ha formado, la
cromatina se vuelve a condensar y el niicleo toma forma oval o arrifionada. El extenso citoplasma
basofilo muestra un contorno bien delimitado, poligonal, con porciones que frecuentemente se
adosan (artificialmente) a las células adyacentes, en el frotis.

Estos los linfocitos T activados salen a la circulacion y corresponden a las células
antiguamente [lamadas linfocitos “irritativos”, “atipicos” o “virocitos”, frecuentes en las infecciones
virales. La mayor parte de estas células con esta morfologia son linfocitos T CD8 * cuya funcién es
la destruccion de células infectadas por virus y de células malignas. Los linfocitos CD4 ™ activados
pueden tener una morfologia similar, aunque en general son mas pequeiios y tienen un contorno
menos poligonal. Muy ocasionalmente un linfocito B activado puede tener una morfologia similar.

@

[.1.8. Plaquetas.

Las plaquetas, formadas en [a médula 6sea, derivan de la misma célula precursora (CFU-S)
que las series eritroide y mieloide. Bajo influencia hormonal, esta célula precursora se diferencia en
los precursores megacariociticos. Se han identificado por lo menos dos etapas en la maduracion de
ta célula precursora: la célula precursora megacariocitica inmadura y la célula precursora
megacariocitica restringida (CFU-Meg), en su morfologia, estas células aparecen como células
linfoides pequefias que pasan inadvertidas.

Un proceso regulador mantiene la concentracion adecuada de plaquetas. La produccion
puede aumentar o disminuir en respuesta a un estimulo, que puede ser la masa plaquetaria y/o la
masa megacariocitica. Cuando ese estimulo disminuye o aumenta, hay un aumento o disminucion



inverso correspondiente en la concentracion del factor regulador. Se han descrito dos factores

reguladores, aunque se sabe poco de sus funciones, naturaleza quimica o mecanismo de accidén. Al
parecer, el factor estimulante de colonia megacariocitica (CSF-Meg) influye en el nimeroc de
megacariocitos, lo mas probable es que CSF-Meg actie al nivel de la célula precursora, induciendo
proliferacién y diferenciacion de la CTH pluripotencial. Al segundo factor, (posiblemente un grupo
de factores) se le llama trombopoyetina, ésta influye, de manera primaria, en el tamafio final del
megacariocito y, por lo tanto, en el nimero de plaquetas producidas.

La estimulacion de receptores de la célula precursora por CSF-Meg desencadena la
formacion de un megacarioblasto. Esta célula blasto experimenta una secuencia de maduracién que
es diferente de la de las otras células medulares ya que la maduracion nuclear se adelanta y completa
mucho antes que principie la maduracion citoplasmica, ademas, el proceso de maduracion nuclear es
linico, ya que consiste en una serie de endomitosis. Con cada una de éstas, el contenido de DNA de
la célula se duplica, pero la division celular no tiene lugar. Asi, las células formadas tienen un
contenido de DNA o ploidia de 4N a 32N ¢, ain mayor. La etapa 8N es la primera reconocible en un
frotis de médula ésea y es la clase de ploidia méas comiin. (1)

En el megacariocito maduro se produce un fenomeno de division citoplasmica muy especial,
formandose en principio segmentos mas o menos grandes de citoplasma que contienen lo que
después serdn varias plaquetas; posteriormente estos segmentos se dividen en plaquetas
individuales.

El proceso de segmentacion citoplasmica se produce por la aparicion de vacuolas limitadas
por membranas que poco a poco coalescen, separando segmentos citoplasmicos.

Los megacariocitos lanzan proyecciones digitiformes de citoplasma hacia la luz de los
sinusoides de la médula dsea, en donde se lleva a cabo el fendmeno de segmentacion.
Alternativamente penetran completos en la sangre periférica [legando a la microcirculacion
pulmonar en donde se produce la division citoplasmica; los nicleos restantes son fagocitados por
macrofagos. (2)



I.2. DESARROLLO Y DIFERENCIACION DE
LOS LINFOCITOS T.

El timo funciona de manera primaria durante la vida fetal y los primeros afios de existencia;
por lo tanto, el sistema linfoide T se desarrolla en su totalidad al nacer. La extirpacion quirirgica
del timo después del nacimiento, no altera en forma grave la defensa inmunolégica; sin embargo, la
falta de desarrollo timico en el feto (sindrome de Di George) provoca la ausencia de linfocitos T y
un deterioro grave de la respuesta inmunitaria celular. Las células T confieren proteccién contra los
antigenos que tienen la propiedad de esquivar el contacto con anticuerpos debido a que residen y
proliferan dentro de las células huésped; por consiguiente, pueden producirse infecciones graves con
parasitos, bacterias, hongos y virus intracelulares si hay diferencia de linfocitos T. (1)

1.2.1. Desarrollo de las células mononugleares del sistema linfoide.

Los marcadores linfocitarios han permitido concretar el desarrollo de las células
mononucleares del sistema linfoide. La mayor clase de linfocitos y células de las series monocito-
macrofago originadas por CTH se encuentran en el tejido hematopoyético, incluyendo islas
sanguineas del saco vitelino, el higado y bazo fetal y la médula 6sea. Una CTH comiin da salida a
células hijas las cuales se desarrollan, posteriormente, a lo largo de las lineas B o T. Los linfocitos T
progenitores migran al timo, donde son sometidos a una serie de pasos de diferenciacion bajo la
influencia de sustancias semejantes a hormonas tales como la timopoyetina, un polipéptido que es
producido por las células epiteliales del timo. Como los timocitos proliferan y se diferencian
adquieren las glicoproteinas CD4 y CDS8; ellos pierden el receptor desoninucleotidil transferasa
terminal (dTT). El receptor de la célula T, Ti, tiene unién especifica de la célula T. El CD3 modula
la respuesta celular a la sefial de unién del antigeno receptor de la célula T. Los genes para las
proteinas del receptor Ti, o y (3, son sometidas a reorganizacion durante el desarrolio timico.
Durante la reorganizacion, miltiples segmentos dispersados de los genes son reorganizados al azar
dentro de una secuencia continua, sometidos a activacion transcripcional, un proceso paralelo a
aquellos genes de inmunoglobulinas reorganizados en la generacion de diversidad inmunolégica de
los receptores Ti (3). Una parte de células precursoras linfoides de la médula dsea migra al timo,
donde prolifera y se diferencia para adquirir las caracteristicas celulares de linfocitos T. En esta
etapa, la linfopoyesis no es dependiente de la estimulacion antigénica. La extincion intratimica de
linfocitos T potenciales es alta, alrededor de 95%; en consecuencia, solo una porcién pequefia
abandona el timo, como linfocitos T inmunocompetentes. Al final de la maduracion en el timo, los
linfocitos T experimentan diversificacion en células T cooperadoras (Tu) o linfocitos T
citotoxicos/supresores (Tc o Ts). Estos subconjuntos tienen fenotipos y funciones distintas, pero su
morfologia no es susceptible de diferenciacion. Mas o menos 75% de linfocitos en la sangre
periférica son células T. La proporcion de células cooperadoras: supresoras en la circulacion es de
2:1. (1)

Los subgrupos CD3°CD4" y CD3"CD8" son las células T cooperadoras/inductoras y
supresoras/citotoxicas, respectivamente. Las moléculas CD4 y CD8 son invariables moléculas que
reconocen antigenos del complejo mayor de histocompatibilidad en el timo. (3)

Dentro del .timo, los linfocitos T desarrollan la habilidad de reconocer antigenos extrafios por
una interaccion con la expresion de sus propios antigenos en células epiteliales o macréfagos
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timicos. Siguiendo el desarrollo intratimico, los timocitos migran a los tejidos linfoides periféricos,
donde son sometidos a una diferenciacion adicional y son encontrados eit la pulpa blanca del bazo,
nodulos linfoides de la paracorteza y las areas interfoliculares del tejido linfoide gastrointestinal, asi
como en la linfa y sangre. (3)

[.2.2. El timo.

El timo se desarrolla aproximadamente a la octava semana de gestacion. Surge de la tercera
y cuarta bolsas branquiales como un 6rgano epitelial poblado de células linfoides, los timocitos. El
timo es un 6rgano bilobulado el cual incrementa su tamafio a lo largo de la vida fetal y posnatal
hasta Ja pubertad, donde su peso es de aproximadamente de 40g. En la edad adulta, el timo
involuciona y empieza a ser francamente atréfico en [a edad adulta.

El timo estd dividido en estructuras cortical y medular con una arquitectura lobular formada
por secciones capsulares. La corteza del timo consta de timocitos pequefios y de mediano tamafio,
células epiteliales y macrofagos. Los timocitos predominan en nimero, estin densamente
empaquetados y aparecen como linfocitos de tamafio un poco variable con dispersiones con raras
mitosis. Las células epiteliales son notables, revelan conexiones interepiteliales y aparecen adheridas
a timocitos, mientras los macrofagos estan primeramente localizados cerca del cruce corticomedular.
Se piensa que el epitelio timico juega un papel en la induccion de maduracion de los timocitos
dentro de la corteza en el sitio de diferenciacidn timica, y es en la corteza donde los linfocitos
dependientes del timo (células T) adquieren los marcadores de superficie de las subpoblaciones
CD4" cooperadoras y CD8" supresoras. En la médula fas células T adquieren el antigeno de
superficie CD3, la marca de células maduras. En el timo los linfocitos mas desarrollados son
destruidos; sin embargo, un pequefio porcentaje de linfocitos producidos en el timo dejan la médula
finalmente y migran hacia {a sangre de otros organos.

La médula del timo forma la parte central del organo y se extiende hacia cada division
cortical lobular, la médula del timo contiene timoc¢itos maduros y células epiteliales escamosas con
pequefios cuerpos compuestos de degeneracion parcial llamados corptasculos de Hassall, los cuales
son encargados de representar el estado final de diferenciacion en el epitelio timico medular.

Extractos de timo son capaces de inducir la aparicion de marcadores entre las células de
médula 6sea en cultivo. La diferenciacion de timocitos, por lo tanto, sé sugieren encontrarse bajo la
influencia de control hormonal parcial, tal como timopoyetina y timosina.

La sangre de venas capilares esta presente en la corteza del timo y médula, las venas de la
corteza parecen relativamente impermeables a las proteinas plasmaticas cuando se comparan con
venas medulares, quiza sirven para aislar timocitos maduros de la influencia exterior del timo.

Los protimocitos se originan en la médula 6sea y migran al timo, donde la maduracion
ocurre, ésta es seguida de una adquisicion secuencial por los timocitos de varios marcadores de las
células T, dTT es encontrado en los protimocitos y en timocitos inmaduros, pero esta ausente en
células T maduras, es encontrado en ciertas células linfoides neoplasicas, tales como en leucemia
linfoblastica aguda y su presencia es provechosa en la clasificacion de enfermedades de
diferenciacion timica.

Con el envejecimiento, el timo empieza a atrofiarse, hay desaparicién de poblaciones de
timocitos y finalmente con evolucion grasa, sin embargo, el timo conserva un grado de funcién
durante la vida. '

El timo en algunas especies esta listo para conferir maduracion de los componentes T al
nacimiento, y la subsecuente supresion del timo podria disminuir su efecto, sin embargo, ciertos
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animales requieren la presencia del timo intacto por varios dias después del nacimiento para la
maduracion del sistema de linfocitos T. La supresion del timo al nacimiento en estos animales
resulta en un profundo defecto en la inmunidad mediada por células. (3)

1.2.3. Tejidos linfoides accesorios.

Los nodulos linfoides solitarios con estructuras folicular y centro germinal existen en la
mucosa y submucosa del tracto respiratorio, el tracto gastrointestinal (particularmente dentro del
ileon), el tracto urinario y la vagina. Durante los estados de inflamacidon cronica, los nodulos
linfoides con marcada actividad folicular podrian consistir en un centro localizado de funcion
linfoide, los anillos de Waldeyer en tejidos linfoides faringeos y las 4reas de Peyer en el ileon
contienen agregados prominentes de tejido linfoide. Estos organos linfoides accesorios difieren del
timo, nddulos linfaticos y bazo por la falta de una capsula separadora del tejido linfoide de los
tejidos circundantes. Las venas eferentes o aferentes no estan presentes en los tejidos linfoides
accesorios.

Las &reas o placas de Peyer encontradas en una capa delgada propia del intestino (debajo de
la mucosa cerca de la union ileocoldnica) consisten de 50 o mas nédulos linfaticos, los cuales
podrian estar cubiertos por una capa sencilia de epitelio columnar. Ellas estan bien desarrolladas en
la juventud y sufren retroceso con la edad. Las areas de Peyer y los nodulos linfoides genitourinarios
y respiratorios estan involucrados en la respuesta inmune al ataque local de la mucosa por antigenos
afines a microorganismos y otras sustancias extrafias.

Los tejidos mucosos respiratorio y gastrointestinal son ricos en células plasmaticas y
eosindfilos. Las células plasmaticas son un recurso de secrecion de inmunoglobulinas, las cuales son
transferidas entre los tractos bronquial y gastrointestinal. La mayoria de las células plasméticas en la
mucosa del bronquio e intestino contienen IgA, la cual es liberada de las células plasmaticas y
después combinada con una seccion secretora mas semejante sintetizada en el epitelio mucoso. La
IgA es secretada cruzando las microvellosidades del epitelio mucoso y previniendo la colonizacion
patogena o membranas mucosas. Los nddulos linfoides a lo largo del tracto mucoso sirven como
precursores de IgA produciendo células, y los nddulos linfoides actlian para preservar la integridad
contra muchos microorganismos y antigenos. Los pliegues demasiado especializados de las células
epiteliales en el intestino transportan material antigénico por pinocitosis con la subsecuente
inmunizacion y secrecion de IgA.

La funcidon de los tejidos linfoides accesorios es ejemplificada con la examinacion de
pulmones e higado. Los pulmones son expuestos a mas de 10,000 litros de aire cada 24 horas, y este
aire contiene un gran nimero de particulas. La inmunidad protege a través del sistema linfoide
activo dentro del pulmon resultando en una secrecion de IgA. Sin embargo el pulmoén parece capaz
de localizar la reaccion inmunoldgica mediada por célula y también por anticuerpo, y el dafio
pulmonar podria ocurrir secundario a reaccion inmunoldgica in situ. En algunos casos de asma o
neumonia, por ejemplo, resulta en daflo respiratorio severo. Uno de estos interesantes hallazgos de
sarcoidosis respiratoria, una inflamacion cronica granulomatosa de etiologia desconocida, tiene la
presencia de numerosos linfocitos T activados dentro de estructuras alveolares.

Las amigdalas estan cubiertas por variadas superficies epiteliales, dependiendo de la
localizacion del tejido, con profundidad, depresiones afluentes y las criptas. (3)
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1.2.4. Linfopoyesis dependiente de antigeno.

Durante el desarrollo de los linfocitos T y B inmunocompetentes las células adquieren
receptores especificos para antigeno, que los restringen a una especificidad antigénica. El contacto y
fijacion de este antigeno especifico a los receptores sobre los linfocitos inmunocompetentes inicia
una secuencia completa de fendmenos celulares conocida como transformacion blastica
(blastogénesis) El resultado final es una amplificacion clonal de las células cuya funcion es la
expresion manifiesta de la inmunidad a ese antigeno especifico. La serie de fendmenos, que por lo
general se desarrollan en un ganglio linfatico incluye, crecimiento de la célula, aumento de la
sintesis de DNA, ampliacion de nucléolos, abundancia de reticulo endoplasmico rugoso y mitosis.
Al parecer, estas células transformadas, llamadas inmunoblastos, tienen la opcion de diferenciarse
en células con memoria o en células efectoras capaces de mediar la respuesta inmunitaria. (1)

- Linfocito reactivo.

Una forma de célula estimulada por antigeno es el linfocito reactivo. Aunque no existe la
certeza de que ocupe un lugar en el proceso de la transformacion blastica, puede ser un precursor del
inmunoblasto. El linfocito reactivo exhibe diversas caracteristicas morfologicas y por lo comun su
forma es excéntrica. Su tamaflo es mayor que el de los linfocitos en reposo (no estimulados) con
aumento de la basofilia difusa o localizada, que a menudo es intensa en la periferia de la membrana
citoplasmica. Los granulos azuréfilos pueden ser mas abundantes y en ocasiones hay vacuolas. La
membrana citoplasmica sufre depresion con facilidad por los eritrocitos circundantes que le dan a la
célula una forma festonada. El nticleo puede ser redondo, pero es oblongo, extendido e irregular con
mas frecuencia. La cromatina se hace mas dispersa y su tincion es més clara que en los linfocitos en
reposo. Es posible ver los nucléolos si el patron de cromatina es fino y disperso (reticular). El
linfocito reactivo se conoce también como estimulado, transformado, atipico, activado y
leucocitoide. Es posible observar en la sangre de varones sanos algunos linfocitos reactivos, pero su
concentraciéon es mayor en las infecciones virales. Por esta razon, el linfocito reactivo se llama
también virocito. (1)

- Inmunoblasto.

Este tipo celular es la siguiente etapa en la transformacion blastica. Se caracteriza por
nucléolos destacados y cromatina nuclear de patron fino (aunque mas burdo que la de otros biastos
leucocitarios). El nucleo grande es por lo comin central y se tifie de color azul purpireo. El
citoplasma, abundante, es de color azul intenso por la gran densidad de polirribosomas. La célula es
grande y oscila entre 12 y 25pum.

Los linfocitos reactivos e inmunoblastos pueden ser linfocitos T o B. La definicion final
requiere estudios de marcadores celulares. En el pasado, los inmunoblastos y linfocitos reactivos se
conocieron como células Downey y clasificaron como tipos I, II y III, dependiendo de varios
criterios morfologicos. Esta clasificacion es obsoleta porque los diversos tipos de células Downey
son en realidad variaciones morfologicas que acompafian al proceso de transformacion blastica.

El inmunoblasto prolifera incrementando el fondo comin de células programadas para
responder al antigeno original. Estas células hijas programadas (linfocitos efectores) maduran y
median el brazo eferente de la respuesta inmunitaria. Las células hijas de inmunoblastos B, que
median la inmunidad humoral, son los linfocitos plasmacitoides y las células plasmaticas. Se cree
que el linfocito plasmacitoide (célula plasmatica linfocitoide) es el precursor inmediato de la célula
plasmatica. Su nombre descriptivo deriva de su semejanza morfolégica con el linfocito, pero posee
una basofilia citoplasmica notable, similar a la de las células plasmaéticas. Estas tltimas tienen un
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nicleo excéntrico con abundante cromatina aglutinada, citoplasma baséfilo intenso y un area, sin
tefiir, paranuclear prominente (complejo de Golgi). Al contrario de la progenie del inmunoblasto B,
las células hijas que se originan del inmunoblasto T, los linfocitos T efectores tienen una morfologia
distinta a la de los linfocitos originales sin sensibilizar. Cierto nimero de células hijas de
inmunoblastos T y B puede formar, de manera alterna, células con memoria T y B. Las células con
memoria tienen una morfologia similar a la de linfocitos en reposo, retienen la memoria del antigeno
estimulante y son capaces de provocar una respuesta inmunoldgica secundaria al desafiarlas otra vez
el mismo antigeno.

Comunmente, el linfocito reactivo se halla en fa sangre durante una infeccion viral, sin
embargo, el inmunoblasto, el linfocito plasmacitoide y la célula plasmatica se encuentran sélo en
ganglios linfaticos y otro tejido linfoide secundario. No obstante, estas células transformadas pueden
encontrarse durante estimulacion intensa del sistema inmunitario, encontrarse en la sangre periférica
debido a la recirculacion. (1)

1.2.5. Linfocitos T.

Las subpoblaciones linfocitarias se identificaron en un principio en virtud de sus receptores
de superficie Unicos. Estos Gltimos tienen una afinidad para fijar ciertos ligandos. La fijacion de
eritrocitos de carnero por linfocitos T ha sido el marcador més Gtil para identificar estos tltimos. El
receptor “E” en los linfocitos T se une a los eritrocitos de carnero formando una roseta, que tienen al
linfocito como centro y los eritrocitos situados alrededor. Este receptor existe basicamente en
timocitos maduros y en linfocitos T de la sangre periférica. Estos ltimos poseen también receptores
para la regidn Fe de IgM o IgG. Se pensd en un principio que receptores Fc diferentes identificaban
subpoblaciones distintas de linfocitos T. Se sabe ahora que los linfocitos T pueden cambiar la
especificidad de su receptor Fc durante la estimulacion antigénica.

Es posible definir las distintas etapas de la diferenciacion intratimica de los linfocitos T
usando probadores para identificar la presencia de antigenos de diferenciacion en la superficie
celular. Por medio de anticuerpos monoclonales se ha comprobado que algunos determinantes
antigénicos aparecen en una etapa muy temprana de la célula y desaparecen con la madurez,
mientras que otros determinantes Gnicos se presentan en células mas maduras. Con estos probadores
se encontrd que los linfocitos T en desarrollo pueden separarse en tres estadios intratimicos
discretos: timocito inmaduro, timocito comin y timocito maduro. Los primeros antigenos de célula
T en aparecer en el timocito inmaduro son CD71 y CD38, puede presentarse CD2 mas adelante en
esta etapa o no aparecer hasta el estadio de timocito comin. El determinante CD2 se encuentra
también en los linfocitos T maduros de la sangre periférica. En condiciones normales CD38 no
aparece en esta poblacion; empero, después de infecciones virales o inmunizaciones, un elevado
porcentaje de linfocitos circulantes posee el determinante CD38. Se pierde CD71 al pasar el timocito
inmaduro a timocito comn. Los determinantes de células T cooperadoras y supresoras CD4 y CDS,
respectivamente, existen ya en el timocito comun. El antigeno CD1 es tinico de la etapa de timocito
comun. La diferenciacion en linfocitos cooperadores con determinante CD4 o linfocitos supresores
con determinante CD8, no ocurre hasta la etapa de timocito maduro. Ademas de portar antigenos
CD4 y CD8, todos los timocitos maduros contienen antigenos T1 y CD3. Estos antigenos existen
también en linfocitos T de la sangre periférica. Alrededor de 75% de linfocitos T de la sangre
periférica son cooperadores, predominan también en las células T de los ganglios linfaticos. Los
linfocitos supresores constituyen s6lo 35% de las células T de la sangre periférica, pero predominan
en las células T de la médula d6sea. La proporcion normal CD4/CD8 en [a sangre circulante es 2:1.
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El equilibrio entre células CD4 y CDS8 debe conservarse para actividad normal del sistema
inmunitario. Esta proporcion puede traducirse en infeccion viral, estados inmunodeficientes y
sindrome de inmunodeficiencia adquirida. La proporcion puede conllevar otros transtornos como
enfermedad aguda de injerto contra huésped, esclerodermia v esclerosis multiple. (1)



1.3. FUNCION Y ESTRUCTURA DE
LOS LINFOCITOS T.

El linfocito T, el linfocito B y el macréfago interactian en una serie de eventos que permiten
al organismo atacar y eliminar antigenos extrafios. Esta serie de eventos se conoce en forma
colectiva como la respuesta inmunitaria. Los linfocitos T actian en una parte de la respuesta
inmunitaria que se conoce como inmunidad mediada por células. La inmunidad mediada por células,
requiere interaccion entre macrofagos histocomplatibles, linfocitos T y antigeno. Es independiente
de la produccion de anticuerpo por linfocitos B. Por lo menos tres subpoblaciones funcionales
importantes de linfocitos T intervienen en la respuesta inmunitaria: linfocitos T cooperadores,
linfocitos T supresores y linfocitos T citotoxicos. Cuando a estas células se las estimula en la
respuesta inmunitaria, proliferan y producen linfocinas. Las linfocinas son mediadores quimicos
secretados por los linfocitos T que influyen en la funcion de otros linfocitos, macrofagos y otras
células corporales. Los linfocitos B se ocupan de la parte de la respuesta inmunitaria conocida como
inmunidad humoral; es decir, producen anticuerpos. Para que la inmunidad humoral sea eficaz, el
linfocito B periférico se debe activar para diferenciarse de una célula plasmatica.

La capacidad del organismo para generar la respuesta inmunitaria contra un antigeno extrafio
particular se controla por los genes de la respuesta inmunitaria que se localizan en el complejo
mayor de histocompatibilidad (CMH) en ¢l cromosoma 6. Estos genes codifican a antigenos de
histocompatibilidad que se encuentran, en la superficie de todas las células nucleadas. El término
para describir al conjunto genético CMH en el hombre es el de region del antigeno leucocitario
humano (HLA). Los génes HLA se localizan en regiones especificas dentro del complejo conocidas
como HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-D y HLA-DR. Las regiones se clasifican de acuerdo con su
estructura y actividad especificas en la respuesta inmunitaria. Los genes HLA-A, HLA-B y HLA-C
codifican las proteinas de reconocimiento clase 1 de la superficie celular (practicamente en todas las
células nucleadas). Estas proteinas son necesarias para que los linfocitos T distingan lo propio de lo
no propio. Los genes HLA-D y HLA-DR codifican los antigenos de clase 1L en linfocitos B,
monocitos, macrofagos y linfocitos T activados. La region D codifica las proteinas que determinan
la habilidad de las células inmunologicas para cooperar e interactuar en la respuesta inmunitaria. Los
genes —DR afectan la capacidad de las células para responder a inmundgenos especificos. Los genes
clase 111 codifican los componentes del sistema del complemento.

Por lo general, la respuesta inmunitaria empieza con el reconocimiento del antigeno por los
macrofagos, seguido por fagocitosis y degradacidn del antigeno. En este proceso ciertos
determinantes inmunologicos criticos son preservados y presentados a los linfocitos Ty. Estos
linfocitos T cooperadores se unen al antigeno y a las moléculas DR clase 1I, ubicadas en la
superficie del macrofago. El macrofago activado elabora una monocina, interleucina-1 (IL-1). La
fijacion del antigeno, més el efecto de IL-1, desencadena una secuencia de modificaciones
bioquimicas y morfologicas en el linfocito Ty que conduce a proliferacion y diferenciacion de
linfocitos T sensibilizados en forma especifica. El linfocito Ty sensibilizado (activado) secreta
interleucina-2 (IL-2) y también otras linfocinas que afectan a otros linfocitos y macrofagos. Ademas,
los linfocitos Ty activados desarrollan receptores para IL-2 en su supetficie, de modo que la célula
se une a IL-2 y empieza a proliferar.
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Se cree que los linfocitos Ts asi mismo poseen receptores para [L-2 y la fijacién de esta
linfocina estimula la actividad de estas células. Los linfocitos Ts actiian suprimiendo la respuesta
inmunitaria y pueden reprimir a otros linfocitos T o detener la produccion de anticuerpos en los
linfocitos B.

Dentro de la poblacion de linfocitos T estin los linfocitos citotdxicos (Te¢), conocidos
también como células T efectoras. Normalmente, en el individuo sano, hay muy pocos linfocitos Te
que funcionan en la citolisis restringida especifica de antigeno CMH clase [. La adherencia del
antigeno y las moléculas clase I del macrofago mas la fijacion de IL-2 a receptores especificos sobre
linfocitos T¢ estimula la proliferacion de la célula. El linfocito Te reconoce y destruye a las células
autologas, modificadas por virus. Se cree también que este linfocito interviene en la respuesta injerto
contra huésped como ocurre en individuos con transplantes alogénicos. En la enfermedad injerto
contra huésped, el receptor inmunorreprimido no puede desarrollar una respuesta inmunitaria contra
el tejido injertado, éste contiene linfocitos Tc capaces de atacar a los antigenos del huésped.

Ademads de la produccion de linfocitos T activados que participan en forma directa en la
inmunidad mediada por células, cada tipo de linfocito T puede producir células con memoria. Estas
(ltimas retienen la del antigeno estimulante; cuando el mismo antigeno se pone otra vez en contacto
con ellas obtienen una respuesta inmunolégica rapida y eficaz.

La actividad funcional del linfocito B incluye la sintesis y secrecién de anticuerpos. La
inmunoglobulina de superficie en el linfocito B sirve como receptor para el antigeno procesado,
unido al macréfago y al linfocito Ty, Las moléculas HLA-DR del linfocito B se adhieren a los
receptores HLA-DR del linfocito Tu. Este complejo de tres células, linfocito Ty, macrofago,
linfocito B, inicia la transformacion blastica de linfocito B. El inmunoblasto continfia hasta la célula
plasmatica secretora de anticuerpo. El linfocito Ty activado produce un factor de crecimiento de la
célula B que la estimula a proliferar, ademas de madurar a célula plasmatica, el linfocito B activado
puede generar células B con memoria, es importante que para que se produzca esta respuesta
inmunitaria los linfocitos Ty deben reconocer y unirse no sélo al antigeno sino también a las
moléculas HLA-DR en ia superficie del macréfago y del linfocito B.

Los antigenos poliméricos de unidades idénticas repetidas pueden estimular en forma directa
al linfocito B sin la ayuda de linfocitos Tn. Estos polimeros se conocen como antigenos
independientes de T. Antigenos mas complejos requieren la participacion del linfocito Ty y se
conocen como antigenos dependientes de T.

Es evidente que la activacion de la respuesta inmunitaria, la eliminacion exitosa del antigeno
y la supresion subsiguiente de la respuesta, requieren la interaccion de macrofagos histocompatibles,
linfocitos T y linfocitos B. Las alteraciones en este sistema complejo pueden perturbar la respuesta
inmunologica normal. Las infecciones recurrentes o la incapacidad para combatir a los
microorganismos reflejan inmunodeficiencia. Se pueden presentar también transtornos que impidan
que los linfocitos distingan los antigenos propios de los extrafios, las consecuencias clinicas de este
problema son las enfermedades autoinmunitarias. (1)
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1.3.1. Receptores de antigeno de los linfocitos T.

El receptor de antigeno en la mayoria de fas células T estd formado por dos polipéptidos,
denominados o y B con dos uniones disulfuro a cada una y asociadas con un grupo invariable de
proteinas [lamadas CD3 en la membrana plasmatica. Los receptores comprometidos de la célula T
por la union resulta en un incremento en {os niveles de calcio intracelular, baja del fosfatidilinositol
y finalmente la activacion y proliferacion de la célula T. A través de este proceso, una clona de
células T especifica para un ligando particular podria incrementar la ayuda para la destruccion
inmune de la invasion de organismos con relacion a ese ligando.

Las proteinas receptoras de antigeno de las células T estan estructuralmente relacionadas a
moléculas de inmunoglobulina. En adicién a la secuencia hidrofobica de 18 a 29 aminoacidos, cada
cadena tiene un dominio amino terminal de 102 a 119 aminoéacidos denominada region variable.
Esta designacion refleja la variacion de la estructura primaria de esos dominios entre diferentes
receptores polipeptidicos de células T, cada cadena tiene una region carboxi terminal de 87 a 113
aminoéacidos, denominada region constante porque esta region es invariable entre cadenas de la
misma clase. Debido a su papel como receptores de superficie de membrana, cada cadena tiene un
péptido pequefio conector, una region transmembranal de 20 a 24 aminoacidos y una pequefia region
citoplasmica de 5 a 12 carboxiterminal.

Como en fos dominios de inmunoglobulinas, cada region variable y constante contienen
residuos. de cisteina en posiciones consistentes con la presencia de un disulfuro localizado
centralmente en los aminoacidos 63 a 69. La secuencia en comparacion con inmunoglobulinas
indica que varios aminoacidos estan altamente conservados, incluyendo las interacciones dominio-
dominio, que son conservadas en los receptores de las cadenas de células T. El algoritmo que da una
secuencia primaria de aminoicidos hidrofilica, hidrofobica y la formacion potencial de uniones f
plegada y o hélices sugieren que las cadenas de receptores de células T tienen un doblez similar a
las configuraciones terciarias, como las cadenas ligera y pesada en las moléculas de
inmunoglobulina. (3)

[.3.2. Heterodimeros o v f.

El de receptor de células T es el heterodimero of3, compuesto de una o glicoproteina acida
de 39 a 46 kDa y una basica, 3 glicoproteina de 40 a 44 kDa unida con puentes disulfuro entre las
regiones constantes de las dos cadenas. Al ser trasladadas dentro de la proteina, ambas cadenas son
glicosiladas y ensambladas en un dimero para la subsecuente expresion en la superficie celular.
Cada una de las cadenas de genes oo y B contienen por lo menos tres sitios para la glicosilacion. El
tamafio maximo de la superficie celular deglicosilada que forman las subunidades de o y B son de
27 kDa y 32 kDa respectivamente. (3)

28



1.3.3. Heterodimeros y0.

Un pequeiio porcentaje de células T periféricas y timocitos, expresan un heterodimero
receptor diferente, compuesto de dos glicoproteinas designadas v y 6. Como el heterodimero off e
inmunoglobulinas, el heterodimero y5 estd clonalmente distribuido. Similares al heterodimero of,
las cadenas y& se expresan en asociacion con el complejo CD3 y parecen capaces de estimular la
activacion de células T cuando se une al ligando especifico. Juntas las dos cadenas tienen
caracteristicas estructurales y de tamafio similares a aquellos del heterodimero o.8. (3)

1.3.4. Genética del heterodimero receptor del linfocito T.

Similar a los genes de inmunoglobulinas, cada cadena del receptor de la célula T es
codificada por elementos genéticos que se rearregian durante el desarrollo. Se localizan en la banda
q35, en el brazo largo del cromosoma 7, el complejo de la cadena [ tiene dos genes unidos
cercanamente, cada uno capaz de codificar la region constante de la cadena f. La region constante
de cada gen se asocia con un grupo funcional de segmentos de genes I y un segmento sencillo DJ.
El gen funcional codifica la region variable de la cadena B que estd construido por el rearreglo de
alguno de los aproximadamente 50 segmentos de genes de la region variable a cualquiera de las dos
regiones DB y una de las 13 regiones JB. El complejo de la cadena o esta localizado en la banda
ql1.2 en el brazo largo del cromosoma 14 y por consiguiente estd unido al complejo de la cadena
pesada de la inmunoglobulina. El gen del complejo de la cadena o consiste en una region constante,
de menos 50 segmentos diferentes de la region J, y aproximadamente 50 genes diferentes de la
region variable. El gen funcional codifica la regidén variable de la cadena o y se deriva de la
yuxtaposicion de cualquiera de esos segmentos de la regién variable, con uno de los segmentos Jo. a
través del rearreglo que generalmente incluye la delecién del DNA. Los genes que codifican la
cadena § estan actualmente localizados entre los segmentos de la region variable y los segmentos J
de la cadena o, y usualmente son deletados durante el rearreglo de la cadena o El complejo del gen
v esta localizado en la banda p15 en el brazo corto del cromosoma 7. Este complejo consiste de por
lo menos 12 segmentos de genes de la region variable, dos virtualmente idénticos a los segmentos J
y dos segmentos de genes de region constante.

La variedad del receptor de la célula T para antigeno se realiza por varios mecanismos,
algunos de los cuales son los mismos que generan la variedad entre moléculas de inmunoglobulinas.
La unién de dos elementos diferentes V, D y J para producir el gen completo V, la presencia de
errores hechos durante la recombinacion de estos elementos genéticos y la variedad combinatoria
permitida por las uniones al azar de dos cadenas codificadas por diferentes complejos de genes de
todas las funciones para elevar la variedad del repertorio de los receptores de antigeno de las células
T. Una importante diferencia entre los mecanismos usados para elevar la diversidad de receptores de
las células T y B es el caso de la mutacion somatica. Este proceso aparentemente ocurre tinicamente
en los genes de inmunoglobulinas que han sufrido rearreglos, y no operan en los genes de la region
variable del receptor de la célula T.

Durante la diferenciacion de la célula T, las células inmaduras pasan a través del timo donde
son “informadas” para su propia distincidén con relacién a las proteinas de superficie celular del
CMH. El ligando para el receptor de la célula T actualmente procesa el antigeno presentado por las
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proteinas del CMH. Una interaccion cercana con las moléculas del CMH podria perderse si los
genes de la regidn variable del receptor de la célula T permitiera discrepar significativamente del
repertorio de la linea germinal heredada. La mutacion somatica de los genes de la region variable de
la expresion del receptor de la célula T constituye el proceso de activacion de la célula T
presentando su propio antigeno por las propias moléculas de CMH permitiendo quizés la
enfermedad autoinmune. (3)

1.3.5. El complejo CD3.

Una asociacion cercana y requerida para la expresion de superficie de dos polipéptidos del
receptor de la célula T es el complejo de polipéptidos de CD3. Este complejo estd compuesto de por
lo menos tres cadenas distintas designadas CD3-y, CD3-6 y CD3-g, los genes que codifican cada una
de estas cadenas estan agrupadas en la banda g23 en el brazo largo del cromosoma 11. El CD3-y
tiene un polipéptido que es el principal de 16 kDa que estd muy glicosilado con masa molecular de
25 a 28 kDa. CD3-8 y CD3-¢ tienen cada uno una masa molecular de 20 kDa. El CD3-8 es una
glicoproteina que consiste de 30% de carbohidratos, en contraste, el CD3-g no esta glicosilado. Los
CD3-y y CD3-5 son grandemente homodlogos y ambos tienen el nivel de secuencia de la proteina y
el acido nucleico. La secuencia del dcido nucleico para CD3-y y CD3-5 tienen sefiales tipicas de
péptidos, dominios extracelulares hidrofilicos de 79 a 89 aminoacidos, una regioén transmembranal
hidrofdbica y un dominio intracelular hidrofilico de 44 aminoacidos. El CD3-¢ es similar, con una
sefial de 22 residuos de péptido, un dominio extracelular de 104 aminoéacidos, un dominio
transmembranal y un-dominio intracelular comparativamente largo de 81 aminoécidos. Ninguno de
estos polipéptidos tienen homologia con las inmunoglobulinas, indicando que los genes que
codifican las cadenas del complejo CD3 no pertenccen a la familia de las inmunoglobulinas. Las tres
cadenas tienen carga negativa a aminoacidos en la porcion central de la regidon transmembranal
hidrofobica que podria estabilizar el complejo CD3 con las dos cadenas del receptor de la célula T.

Estudios recientes han identificado nuevos miembros de la familia de polipéptidos de CD3.
Mediante la biisqueda de homoélogos humanos en una cosecha de polipéptidos de CD3 de raton, se
descubri6 un polipéptido de 16 kDa no glicosilado designado CD3-{. Este polipéptido podria estar
débilmente asociado con el complejo CD3, éste no puede ser coinmunoprecipitado con anticuerpos
del receptor de la célula T u otros polipéptidos de CD3. Otros polipéptidos, designados CD3-o han
sido identificados en asociacion con el complejo CD3 durante la biosintesis, pero no viajan con el
receptor a la membrana plasmatica. Esta proteina se piensa tiene un papel en la union y transporte
del receptor intacto CD3/complejo receptor celular. Estudios futuros podrian revelar otras proteinas
que estan asociadas débilmente con este importante complejo de polipéptidos.

El complejo CD3 requiere de sefiales de transduccién del heterodimero o8 a proteinas
asociadas a la membrana plasmatica intracelular. En la unién a ligandos especificos, el heterodimero
o del receptor de la célula T podria sufrir cambios estéricos que resulten en la fosforilacién de los
dominios intracelulares de algunas cadenas polipeptidicas en el complejo CD3. Junto con estas
perturbaciones del complejo a3/CD3 puede resultar la activacion a través de la cascada de eventos
bioquimicos. Tal como las proteinas de superficie de CD3 son componentes funcionales integrales
det complejo receptor de la célula T. (3)

30



[.3.6. Moléculas de adhesion accesorias.

Al lado de las moléculas CD3/receptor de célula T, varias otras proteinas de superficie son
necesarias para el reconocimiento eficiente del antigeno de la célula T. Estas proteinas de superficie
pueden ser denominadas moléculas de adhesion accesorias, ellas facilitan 1a adhesion de la célula T
a su apropiada célula presentadora de antigeno (CPA) o célula blanco. Para facilitar la adhesion
celular, estas moléculas accesorias permiten al complejo antigeno receptor de la célula T a
interactuar mejor con las glicoproteinas del CMH o de otras células, permitiendo el reconocimiento
eficiente del antigeno de la célula T y la activacion. Debido a que cada miembro de este grupo de
moléculas accesorias tiene distintas afinidades para la expresion de moléculas de superficie por CPA
o célula blanco, la expresion diferencial de estas moléculas accesorias podria desarroflar diferencias
en la especificidad antigénica y/o tipos celulares con los cuales las células T interactiian, como tal, la
expresion diferencial de estas moléculas accesorias por células T periféricas podria definir la
distincion fisiologica de subgrupos de células T.

- Moléculas accesorias CD4 y CD8.
+ Timocitos precursores.

CD4 y CD8 son unas importantes moléculas accesorias expresadas por todas las células T
precursoras. Solo una pequeila fraccion de timocitos no expresa ni CD4 ni CD8. Estas células se
cree que son derivadas de precursores de la médula désea a la inmensa mayoria de timocitos que
expresan ambos CD4 y CD8. Los timocitos maduros y todas las células T periféricas expresan CD4
6 CD8, pero no anibos.

+ Células T cooperadoras y supresoras (citoliticas).

La expresion que se anula entre si de CD4 6 CD8 define los dos grupos sanguineos mayores
de células T. Las células T que Unicamente expresan el antigeno de superficie de CD4 son
designadas células cooperadoras. Estas células normalmente comprenden el 65% de células T
sanguineas, generalmente, las células T cooperadoras producen linfocinas por la activacion de
antigenos extrailos presentados por las moléculas del CMH expresado en la superficie de CPA. Las
células sanguineas que expresan CD8 son designadas células supresoras. Estas normalmente
constituyen 25 a 35% de la poblacion de células T periféricas. Los linfocitos T citoliticos (LTC)
tienen como funcion de estas células es de lisar células blanco que albergan antigenos de superficie
para los cuales son especificos.

+ Caracteristicas moleculares de CD4 y CD8.

La caracterizacion molecular de CD4 y CD8 revela que estas glicoproteinas comparten
caracteristicas estructurales con otras moléculas receptoras codificadas por genes dentro de la
familia de inmunoglobulinas. El receptor CD8 es una glicoproteina de 32 kDa codificada por un gen
que esta estrechamente ligado a la cadena ligera k de la inmunoglobulina localizada en la banda p12
en el brazo corto del cromosoma 2. La secuencia de la proteina del dominio amino terminal de CD8
comparte mas del 28% de semejanza con las regiones variables de la cadena ligera x. Este dominio
es llamado semejante a la region variable (V-s). Siguiendo este dominio V-s, las moléculas CD8
tienen una pequefia region rica en prolinas, treoninas y serinas como las de la region bisagra de la
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inmunoglobulina, Esta region también contiene sitios para glicosilacion y es anclada por una region
transmembranal hidrofobica. La molécula de CD8 tiene un aminoacido citoplasmico terminal que
consiste en residuos de bases. Dentro del dominio V-s dos cisteinas forman un puente disulfuro que
estabiliza el doblez de la inmunoglobulina. Un residuo de cisteina adicional estd localizado dentro
del dominio V-s, la region bisagra, segmentos transmembranales y citoplismicos. Estas cisteinas
forman puentes disulfuro intermoleculares entre dos o mas moléculas de CDS8, estos puentes
estabilizan los homodimeros y multimeros de CD8 que estan expresados en la superficie de la célula
T. Los homodimeros expresados en la superficie de la célula CD8 comparten aproximadamente la
misma geometria como heterodimeros de inmunoglobulina de cadenas pesada y ligera. CD4, por
otra parte, no forma tales homodimeros. Es una glicoproteina monomérica de 55 kDa que es
codificada por un gen localizado en el brazo corto del cromosoma 12. Este consiste en 5 dominios
externos, un tramo de residuo transmembranal hidrofobico y una parte terminal de 40 residuos.
Similar a CD8, el dominio amino terminal de CD4 también tiene semejanza a las regiones variable
de la cadena ligera de inmunoglobulina. Sin embargo, siguiendo este dominio V-s es un dominio de
270 amino4cidos ligeramente parecidos a otras proteinas codificadas por genes de la familia de
inmunoglobulinas. Junto con este dominio de 270 aminoéacidos, el dominio V-s de la molécula CD4
aparentemente forma un heterodimero intramolecular en la superficie de la célula T.

+ Funcion de CD4 y CD3.

Los receptores CD4 y CD8 facilitan el reconocimiento del antigeno de la célula T por la
union a glicoproteinas del CMH. La molécula CD8 se une a regiones no polimorficas del CMH
clase I (HLA-A, B o C) y la molécula de CD4 se une a regiones no polimorficas del CMH clase 1T
(HLA-D region codificada por moléculas: DP, DQ y DR). Estas moléculas aparentemente son el
foco de moléculas del CMH por una CPA o célula blanco sobre la superficie de la célula T,
permitiendo el reconocimiento especifico del antigeno “procesado” que es el puente con las
glicoproteinas del CMH. Debido a que CD4 y CDS8 difieren en sus uniones especificas con el CMH,
las células T que expresan CD4 o CD8 reconocen tinicamente antigenos presentados por las clases 1
6 11 del CMH, respectivamente.

En adicion, las moléculas de CD4 y CD8 también pueden aumentar su respuesta antigénica
por la transduccidon de una sefial directamente o conjuntamente con el complejo CD3/receptor de
célula T. La region citoplasmica de CD4 es conservada entre vertebrados, sugestiva de que esta
region es esencial para la funcion de la molécula de CD4. Esta region contiene cinco serinas y una
treonina o mas de las cuales es fosforilada por la protein cinasa C expuesta sobre las células T a
ésteres de forbol o antigenos especificos. Subsecuentemente a la fosforilacion, la glicoproteina CD4
es internalizada concomitantemente con la activacion de la célula T. Similarmente, la proteina CD8
también posee una alta carga y conserva el dominio citoplasmico que podria estar involucrado en la
seflal de transduccion transmembranal. Los receptores CD4 y CD8 actualmente podrian ser
componentes integrales de la funcién del receptor del complejo de la célula T necesario para
desencadenar la activacion de la célula T y/o funcion sobre la exposicion a antigeno especifico.

La molécula CD4 es el receptor para el virus de inmunodeficiencia humana (VIH). Los
anticuerpos monoclonales especificos para la glicoproteina CD4 bloquean la infeccién por VIH.
Ademas, mediante ingenieria genética del CD4 soluble puede competir con el CD4 de la superficie
celular para la union de VIH. La internalizacion de CD4 sobre la activacion de la célula T se cree
facilita la entrada del virus a estas células T que son estimuladas especificamente en un antigeno de
respuesta inmune.
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+ Subgrupos de células T CD4.

La poblacion CD4'CD8 podria estar dividida mas adelante en los subgrupos de céiulas T
CD4 “supresor-inductor” y “cooperador-inductor” usando anticuerpos monoclonales reactivos con
la diferenciacion de dos antigenos de superficie, designados CDw29 y CD45R. Estos antigenos de
superficie son proteinas con masa molecular de 130 kDa y 200/220 kDa, respectivamente. Las
células T CD4 supresor-inductor expresan altos niveles de CD45R y muy bajos niveles de CDw29.
Estas células aparentemente podrian suprimir [as respuestas de anticuerpos especificos manejados
por la clona de la linea de células T cooperadoras-inductoras y también podrian dirigir un tipo de
hipersensibilidad retrasada y citotoxicidad mediada por células. La clona de las lineas de las células
T supresoras-inductoras producen interleucina 2, y-interferén y linfotoxina. La poblacion de células
T CD4 cooperadoras-inductoras, del otro lado, expresan pequefia 0 nada CD45R vy altos niveles de
CDw29. Estas células aparentemente podrian proveer actividad de ayuda para respuesta especifica
de células B pero no pueden mediar la supresion, hipersensibilidad retrasada o citolisis. Las clonas
de células T cooperadoras-inductoras producen interleucina 4 y 5. Esta dicotomia funcional aparente
seflalada en diferentes lineas de células T CD4 se relacionan con los niveles relativos de la expresion
de CDw29 y CD45R y es evidente que estas moléculas de superficie contribuyen a las propiedades
funcionales de estos dos subgrupos de células T CD4. (3)

1.3.7. Funcion de los linfocitos asociada a glicoproteinas.

Las moléculas de funcion asociada a linfocitos son una importante familia de glicoproteinas
que facilitan la adhesion eficiente célula-célula. Las moléculas son primeramente identificadas con
anticuerpos monoclonales que podrian bloquear la funcion de la célula T, tal como la citotoxicidad
mediada por linfocitos T eliminando a células blanco. De esos rapidos experimentos tres moléculas
mayores de superficie fueron identificadas y designadas LFA-1, LFA-2 y LFA-3. Siguiendo la
convencidn internacional, LFA-2 podria estar referida a CD2.

La molécula LFA-~1 pertenece a una familia de glicoproteinas relacionadas: LFA-1, MAC-1
y p150 y 95. Cada proteina consiste de una subunidad distintiva no covalente asociada con una
subunidad B comun glicoproteina de 95 kDa. La subunidad o de LFA-1, designada CD11a, es una
glicoproteina de 180 kDa. Esta molécula de 180 kDa es expresada sobre un tercio de todas las
células de la médula 6sea, todas las células T, células B y células asesinas naturales (NK). La
subunidad o. de MAC-1 es una glicoproteina de 170 kDa, designada CD11b. MAC-1 es expresado
en las células asesinas naturales, monocitos, macrofagos, granulocitos y pequeias poblaciones de
células T y B. La subunidad o de p[50, 95, designada CD11c, es una glicoproteina de 150 kDa que
no se expresa en los finfocitos T.

La familia de glicoproteinas de LFA-1 son importantes moléculas de adhesion. La subunidad
B tiene una extensa secuencia homologa a la subunidad 8 del receptor de adhesion de las plaquetas.
La glicoproteina IIb/I1la y [a subunidad 3 de una familia de proteinas de adhesion relacionadas al los
antigenos de muy lenta activacion (ALA). Muchos de estos receptores funcionan en interacciones
célula-célula y reconocen sus ligandos como sitios que contienen la secuencia de aminoacidos de
Arg-Gly-Asp. La subunidad o o hace mas selectivamente, porque esta subunidad o se une mejor al
ligando de la superficie celular [lamada molécula de adhesion intercelular 1 (MAI-1). Este ligando
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es una glicoproteina de 90 a 114 kDa expresada en las células endoteliales, linfocitos, fibroblastos v
monocitos. MAC-1, por otro lado, es el receptor del complemento “CR3™, un receptor del
fragmento inactivado de C3b. Como tal, MAC-1 aparentemente estd comprometido en el
reconocimiento de las principales opsoninas para fagocitosis.

La familia de glicoproteinas de LFA son necesarias para la funcién de células T vy
presentador de inmunidad. Los anticuerpos monoclonales especificos para LFA-1 podrian inhibir
directamente la citolisis de las células T de células blanco. Unas pocas clonas de células T CD8™ o
CD4” citoliticas expresan MAC-1. Anticuerpos contra CD11b podrian inhibir la formacién del
conjugado entre estas clonas de células T y sus células blanco especificas y por consiguiente
bloquear la citotoxicidad mediada por linfocitos T. Finalmente, pacientes con una deficiencia
heredada de su habilidad para producir la subunidad B comun sufren infecciones bacterianas y
fungoides recurrentes que amenazan su vida, y raramente sobreviven mas alla de la infancia. El
receptor CD2 es una glicoproteina de aproximadamente 50 kDa encontrada en todos los linfocitos T,
linfocitos grandes granulares y timocitos, el CD2 facilita la adhesion célula-célula por unidn a LFA-
3, en una glicoproteina de superficie de 55 a 70 kDa que estd expresada en eritrocitos y leucocitos,
también como en células endoteliales, células epiteliales y células del tejido conectivo en muchos
organos estudiados. Los anticuerpos monoclonales que unen a CD2 podrian inhibir una variedad de
funciones de linfocitos T, incluyendo especificidad antigénica mediada por citolisis de linfocitos T y
respuesta proliferativa de linfocitos T a lectinas, aloantigenos y antigenos solubles. Anti-CD2 inhibe
la citotoxicidad mediada por linfocitos T por unidn a la célula T antes que a la céluia blanco, la cual
generalmente no expresa el CD2. Por otra parte, los anticuerpos dirigidos contra LFA-3 inhibe {a
citotoxicidad mediada por linfocitos T por uniéon a LFA-3 en la célula blanco, por consiguiente
bloquea la interaccion de CD2 con LFA-3. Experimentos indican que las células T podrian ser
activadas por ciertos anticuerpos monoclonales contra CD2, aparentemente independientes del
complejo CD3/receptor de célula T. Por consiguiente, aparte de ser un receptor para LFA-3, el CD2
podria jugar un papel principal en la sefial de transduccion transmembranal a la activacion de la
célula T en respuesta al antigeno. (3)
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I.4. METODOS DE MEDICIONDE LINFOCITOS POR SUS
MARCADORES DE SUPERFICIE.

1.4.1. Fenotipos inmunologicos.

Mediante la aplicacion de técnicas inmunoldgicas para la deteccion de expresion
diferenciada de moléculas en particular, lineas celulares, ha revolucionado la caracterizacion de
células; las lineas celulares, estado de maduracion y grado de activacion o modulacién con respecto
a varios estimulos. En cada linea hematopoyética, como las células leucémicas, se representan
estados particulares de diferenciacion, que pueden ser caracterizados de acuerdo a su fenotipo. En
algunos casos estos datos ya se correlacionan con terapia y resultado.

En sangre, los linfocitos B tipicos son detectados por inmunoglobulinas de membrana (Igm)
que es similar en estructura extramenbrana al suero de inmunoglobulinas. Los linfocitos T carecen
de estas moléculas, inversamente, los linfocitos T tipicos son receptores de antigenos nominales.
Estos receptores son homologos a las moléculas de inmunoglobulinas pero son relativamente
dificiles de detectar por reactivos convencionales. En adicién, hay una variedad de diferentes
moléculas en células B y T y sus subgrupos son reconocidos por anticuerpos monoclonales.

Entre las otras células nucleadas en la sangre, los monocitos y granulocitos son
diferenciados principalmente de los linfocitos por su funcion fagocitica, separabilidad fisica por
adhesién o densidad y caracteristicas morfologicas, ast como también una variedad de estructuras
de superficie reconocidas también por anticuerpos monoclonales o interacciones ligando-receptor.

4)

1.4.2. Indicaciones clinicas.

- Evaluacion de linfocitos.

Varias areas clinicas requieren una evaluacion de linfocitos. La determinacion de una
proliferacién maligna podria requerir, una evaluacion de sangre periférica, un anélisis de aspirado de
médula osea o linfocitos obtenidos de un nédulo linfatico u otras biopsias.

Los linfocitos B se elevan en una gama de malignidades linfoproliferativas que varian de una
leucemia linfoblastica aguda, leucemia linfocitica cronica y macroglobulinemia de Waldenstrom,
una variedad de linfomas y mieloma miltiple.

Una segunda drea de aplicacion clinica es la sospecha de deficiencia del sistema inmune. La
atencion es generalmente dirigida a deficiencias inmunes por infecciones recurrentes e inusuales,
fiebre inexplicable, pérdida de peso y linfadenopatia o la presencia de ciertos factores de riesgo que
predisponen al paciente a la deficiencia inmune. Una variedad de fallas diferenciadas adquiridas (tal
como el sindrome de inmunodeficiencia adquirida, SIDA), heredadas y defectos funcionales estan
incluidos en este grupo. Sin embargo, las deficiencias mas comunes son las que se acompanan de
procesos normales de envejecimiento y a los cuales Gnicamente la atencion ha sido dirigida. La
evaluacion de ambos marcadores linfocitarios y células accesorias del sistema inmune tales como
monocitos, acoplados con las pruebas apropiadas de funcion de linfocitos, podrian permitir una
correcta definicién de la naturaleza de los mas graves defectos celulares y una prediccion de las



complicaciones probables para el paciente. Estas pruebas podrian formar las bases de un
planteamiento para corregir o compensar la deficiencia.

Una tercera area que requiere la evaluacion de linfocitos incluye una gran variedad de
enfermedades agudas y cronicas asociadas con la evidencia de alguna alteracion en el sistema
inmune. El uso de una variedad de anticuerpos dirigidos a antigenos activados permite un analisis
del estado del comportamiento del sistema inmune. En algunas enfermedades, tales como
mononucleosis infecciosa, el objetivo del estudio es la caracterizacion de la respuesta celular a un
organismo conocido. En otras .infecciones, tales como la lepra o enfermedades parasitarias, el
objetivo es definir los elementos de la respuesta de una infeccion inmune. (4)

1.4.3. Procedimientos de la prueba y reactivos.

- Preparacion celular.

Separaciones por densidad. El método de Ficoll-Hypaque es usado para separar células
mononucleares de células polimerfonucleares. Este método es utilizado con sangre, otros fluidos o
células de tejido disociadas. Este proceso consiste en una secuencia de centrifugaciones y
separaciones por densidad de la parte mononuclear y el posterior lavado de ésta, para eliminar la
toxicidad celular a la que estdn expuestas por el procedimiento. La gran mayoria de tipos celulares
de tejidos celulares disociados son aislados con la fraccion celular mononuclear. En general, es
necesario tener cuidado para obtener 70% o mas de la fraccién mononuclear para asegurar
resultados representativos y también se debe poner atencion a la fuerza y duraciéon de la
centrifugacion y la manera mediante la cual el sobrenadante es desechado o eliminado es
importante. Una cuenta total celular con formula diferencial del material antes de la centrifugacion
por densidad podria ser usada en las muestras para permitir el cdlculo de la cuenta celular actual, la
viabilidad podria ser del 100%. El procedimiento necesita llevarse a cabo bajo condiciones de
esterilidad, los reactivos deben estar libres de contaminacion bacterial y fungoide, los neutrofilos
podrian ser obtenidos de la fraccion eritrocitica del gradiente de Ficoll-Hypaque. Después, todo el
sobrenadante es aspirado, los eritrocitos son selectivamente lisados por la adicién de una solucién de
cloruro de amonio; y-los neutrofilos remanentes son lavados en el medio de tincion deseado.

Las muestras de sangre de individuos que no son sanos podrian requerir modificaciones en el
procedimiento de preparacion celular. Por ejemplo, en artritis reumatoide u otros estados de
inflamacion similar, las plaquetas y los monocitos se encuentran aumentados y tienden a formar
grumos, también, los eritrocitos contaminan mas frecuentemente la capa de células mononucleares.
Las bases biologicas de este fendmeno no son completamente conocidas, pero incluyen una
atraccion e interaccion célula-célula, asi como cambios en la densidad de los eritrocitos, por
consiguiente, podria ser necesario reducir primero los eritrocitos por sedimentacion de las células en
dextran al 5%, o simplemente permitiendo la alta velocidad de sedimentacion de los eritrocitos
usualmente encontrada en estas muestras, para conseguir la preparacién de plasma rico en
leucocitos. (4)

- Marcaje de los monocitos.

Las preparaciones de linfocitos obtenidas por Ficoll-Hypaque son prlmeramente desprovistas
de eritrocitos y leucocitos polimorfonucleares maduros. De esta manera, los monocitos componen
aproximadamente un tercio de las células aisladas de la sangre de un individuo normal por este
método. Los monocitos, si no son adecuadamente identificados como tales, pueden reaccionar
positivamente en varias de las pruebas y podrian permitir serios errores de interpretacion.
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Una manera de resolver este problema es el de marcar los monocitos por ingestion en una
base de latex. Esto es particularmente Util para precisar las determinaciones de las estructuras de
linfocitos con las caracteristicas morfologicas de monocitos y linfocitos en microscopia de fases. El
procedimiento también proporciona una ventaja para permitir la reaccion en frio de anticuerpos anti-
linfocitos encontrados en varias enfermedades con caracteristicas autoinmunes. (4)

- Anticuerpos anti-linfocitos.

Los anticuerpos anti-linfocitos y otras sustancias encontradas en ciertos estados patoldgicos
podrian causar serias interferencias con la prueba. Ellos confieren tincion en células de
inmunoglobulinas policlonales y bloquean el acceso a ciertos antigenos para tefiir con anticuerpos
monoclonales. Si se sospecha su presencia, tal como en pacientes con lupus eritematoso sistémico,
el sindrome de Sjogren o SIDA, este efecto puede ser usualmente minimizado eliminandolo por un
procedimiento de incubacion en latex o una incubacion equivalente a 37°C en la ausencia de suero
autologo y lavado con buffers a 37°C. En circunstancias no comunes, podria ser necesario incubar

toda la noche en un medio como RPMI 1640 suplementado con [0% de suero de ternero o suero.

normal de humano para permitir el desprendimiento del anticuerpo. (4)

1.4.4. Ensayo para la formacion de rosetas.

Ensayo de rosetas (formacion espontanea de rosetas con eritrocitos de carnero).

Las rosetas que se forman entre los linfocitos T y eritrocitos de carnero se obtienen mediante
la incubacion a 4°C. Hay un niimero de variantes metodoldgicas usadas. Este procedimiento da un
alto grado de formacién de rosetas. El ensayo clasico de rosetas ha sido por muchos afos el método
primario usado para identificar células T. Actualmente, este ensayo es usado para preparar células T
purificadas o células T-mermadas (E), las cuales son después utilizadas en donde los marcadores a
ser investigados se encuentran en células B y ciertas células T. Alternativamente, la expresion del
receptor .E. de carnero puede ser monitoreado por inmunofluorescencia con anticuerpos
monoclonales especificos para el receptor E de carnero tal como CD2 ( OKT 11 (Ortho Diagnostics),
Leu 5 (Becton-Dickinson) o T11 (Coulter Electronics)). (4)

1.4.5. Analisis por microscopia de fluorescencia.

El procedimiento de tincion difiere de acuerdo al procedimiento de eleccidn del anticuerpo
primario marcado con un fluorocromo (inmunofluorescencia directa) o la eleccidon de un anticuerpo
desarrollado que es marcado con un fluorocromo necesario para detectar la union del anticuerpo en
la primera etapa (inmunofluorescencia indirecta). Esencialmente, desde el procedimiento indirecto
se implica una repeticion de la reaccion de tincion directa, ambos tipos de reacciones pueden ser
desarrolladas en un procedimiento integral después de los pasos criticos de lavado. Este
procedimiento integrado es cominmente realizado usando paneles de anticuerpo monoclonales que
incluyen reactivos marcados directamente y no marcados. Las células relacionadas a receptores Fc
pueden también ser determinados por el mismo procedimiento usando incubacion con agregados
solubles de inmunoglobulina G humana (IgG) en la primera etapa con un fluorocromo marcando el
reactivo de anti-IgG humana.
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- Microscopia.

Los portaobjetos son examinados con el objetivo de aceite de inmersion de alta resolucion,
alternando la fase optica con la iluminacion con fluorescencia incidente del mecanismo utilizado
para identificar el tipo celular y realizar el anélisis de fluorescencia. Esto es absolutamente critico
para alinear la fluorescencia, ya que puede haber errores ocurridos por la carencia del
reconocimiento, si la iluminacién de la fluorescencia es inadecuada. Se cuentan un total de 100 a
500 células, dependiendo del porcentaje de positividad celular encontrado y de la decision de
veracidad. Las células con citoplasma tefiido homogéneamente debido a muerte celular temprana no
se deben contar y se reconocen por la ausencia del anillo circunferencial de fluorescencia y gran
intensidad de fluorescencia en el centro celular.

La intensidad de fluorescencia es medida como sigue: +/-, fluorescencia tenue la cual es o no
positiva pero se observa diferente del control; tr, una traza de fiable y definida tincion, pero con un
débil nivel consistente; 1+ a 4+, un grado fuertemente incrementado de fluorescencia.

Se realiza la cuenta de células positivas fluorescentes dependiendo del anticuerpo que se ha
utilizado para marcar los linfocitos y determinar el subgrupo al que pertenece de la poblacién de
linfocitos T. (4)

1.4.6. Anticuerpos monoclonales.

Las preparaciones con técnicas de separacion por gradientes, han sido ampliamente
reemplazadas por el uso de anticuerpos monoclonales, los cuales ofrecen una inmensa superioridad
para casi cada aplicacion

El analisis estructural de los anticuerpos, en el que han participado muchos laboratorios, ha
progresado por més de 50 afios. Los primeros estudios se realizaron con mezclas naturales de
anticuerpos presentes en la sangre de individuos inmunizados. La sangre contiene muchos
anticuerpos diferentes, cada uno derivado de un clon particular de células B y cada uno con una
estructura y especificidad para el antigeno diferente. Sin embargo, los anticuerpos son lo
suficientemente similares entre si para que Michael Heidelberg y sus colaboradores fueran capaces
de purificar mezclas de anticuerpos a partir de la sangre, lo que fue la base para posteriores estudios
estructurales. Trabajando con estas muestras, los inmunologos fueron capaces de deducir la
estructura general de los anticuerpos. No obstante, la heterogenicidad molecular de estos anticuerpos
policlonales interfirid con un analisis mas detallado de la estructura de los mismos, como la
determinacion de la secuencia de aminoacidos. El progreso metodolégico clave en este esfuerzo fue
el descubrimiento de que pacientes o animales, que tenian a menudo en su sangre u orina
concentraciones elevadas de anticuerpos o porciones de los mismos bioquimicamente idénticos, lo
que proporciond una fuente de anticuerpos individuales de una sola especificidad (aunque
habitualmente desconocida). En 1975, Georges Kohler y César Milstein describieron un método
para inmortalizar células secretoras de anticuerpos a partir de un animal inmunizado, permitiendo la
seleccion de anticuerpos monoclonales de una especificidad predeterminada. La disponibilidad de
poblaciones homogéneas de anticuerpos y células productoras de anticuerpos permitid la
determinacion de la secuencia completa de aminoacidos de varias moléculas de anticuerpo y,
finalmente, la clonacion molecular y el anélisis genético de los anticuerpos. Estos estudios han
culminado en la determinacion cristalografica mediante rayos X de la estructura tridimensional de
varias moléculas de anficuerpo y, en unos pocos casos, del anticuerpo con el antigeno unido. (5)
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CAPITULO II. PARTE EXPERIMENTAL..

IL1. SELECCION DEL DONADOR.

Se tomd una muestra de sangre venosa anticoagulada con EDTA a 200 donadores que
asistieron al Banco de sangre del Instituto Nacional de Cancerologia, a los que se les realizo la
citometria hematica y la citometria de flujo, la primera para obtener el nimero y porcentaje de
linfocitos para correlacionarlos con el porcentaje de CD3, CD4 y CD8 obtenidos en la citometria de
flujo y obtener los valores absolutos.

Los datos fueron recopilados en un formato especial para cada paciente con su nombre, edad
y sexo, asi como los resultados de las determinaciones realizadas para cada uno con su namero de
identificacion para el facil manejo de las muestras.

Criterios de inclusion.

- Donadores que acudan al Banco de sangre con una historia clinica que sea aprobada por
el Médico y sea apto para realizar la donacién.

- Individuos entre 20 y 47 afios.

- Ambos sexos.

Criterios de exclusidn.

- Donadores que presenten en su historia clinica un resultado o dato que el médico decida
su rechazo como donador.
- Individuos de menos de 20 y mas de 47 afios.

Planteamiento del problema.

;Qué tan importante es el conocimiento de los valores de referencia de las subpoblaciones de
linfocitos T (CD3. CD4 y CD8) para el tipo de pacientes que son tratados en el Instituto Nacional de
Cancerologia?



Objetivos.

- Generales.
Establecer los valores de referencia de las subpoblaciones de linfocitos T (CD3, CD4
y CD8) en donadores sanos del Banco de sangre del Instituto Nacional de Cancerologia.

- Especificos.

Observar el grado de inmunosupresién en la que se encuentran los pacientes atendidos
en este Instituto.

Hipotesis.

Los valores de referencia obtenidos de donadores de Banco de sangre son similares a los de
individuos sanos adultos reportados en otros paises.
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I1.2. MATERIAL Y REACTIVOS EMPLEADOS.

- Agujas para tubos al vacio.

- Tubos de 5ml al vacio con EDTA.

- Gradilla.

- Ligadura.

- Torundas de algodén con alcohol.

- Pipeta automatica de 10 pl.

- Pipeta automética de 100 pl.

- Puntas desechables para las pipetas.

- Tubos de 12 x 75 limpios.

- Gasas.

- Guantes desechables.

- Reactivo de anticuerpos monoclonales, CYTO-STAT/COULTER CLONE CD3-
ECD/T4-RD1/T8-FITC.

- Kit InmunoPrep (sols. lisante, estabilizadora y fijadora).

- Equipo Q-Prep preparador para las muestras.

- Equipo Cell-dyn 3500R para realizar las citometrias hematicas.

- Equipo Coulter, citdmetro de flujo EPICS XL-MCL.

- DNA-CHECK.

- Kit de células control, COULTER CYTO-TROL.

- Isotén II

- Clenz.

- Fox Pro, base de datos.

- SAS 6.03, paquete estadistico.

El reactivo de anticuerpos monoclonales CYTO-STAT/COULTER CLONE CD3-
ECD/T4-RDU/TS8-FITC, cs un reactivo de tres colores fluorescentes compuesto de tres anticuerpos
monoclonales preparados en ratones, especificos para diferentes antigenos de superficie celular.
Cada anticuerpo estd marcado con un diferente color fluorescente. Este reactivo permite la
identificacién simultdnea y medicién total de linfocitos CD3* (CD3), CD4" (T4) y CD8* (T8), doble
tincion de CD3'/CD4" (CD3/T4) y CD3"/CD8" (CD3/T8) en sangre total por citometria de flujo.
Los tres colores en el mismo reactivo son: CD3-ECD, tincién de energia acoplada, rojo, T4-RD1,
ficoeritrina, naranja y T8-FITC, isotiocianato de fluoresceina, verde.

Sus rangos de excitacion y emision son los siguientes: ECD (rojo), excitacion a 486-575 nm,
emision a 610-635 nm; RD1 (naranja), excitacion a 486-575 nm, emision a 568-590 nm y FITC
(verde) excitacion a 468-509 nm, emisién a 504-541 nm.

De acuerdo con los filtros del citometro de flujo que se emplean para la lectura de las
longitudes de onda que emiten diferentes fluorescencias, la fluorescencia t (FL1) corresponde al
color verde, la fluorescencia 2 (FL2) al color naranja y la fluorescencia 3 (FL3) al color rojo.
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El kit de InmunoPrep es un sistema de reactivos usado para la preparacion de los leucocitos
de sangre completa para mediciones de inmunofluorescencia en citémetros de flujo. Este sistema de
reactivos es empleado en el equipo preparador Q-Prep.

El sistema de reactivos de InmunoPrep es rapido, suave, el sistema de lisado de eritrocitos
mantiene la morfologia de los leucocitos y la integridad de la superficie celular. Las células no se
lavan y la centrifugacion es eliminada. Desde que estos pasos dejaron de ser requeridos, el tiempo
de procesamiento se ha reducido sustancialmente.

El sistema de reactivos de InmunoPrep es un equipo de tres reactivos para una preparacion
especifica en la estacion de trabajo Q-Prep. La combinacion de reactivos consiste de InmunoPrep
A, un agente litico de eritrocitos, InmunoPrep B, un estabilizador de leucocitos y el InmunoPrep
C, un fijador de membrana.

El InmunoPrep A contiene acido férmico, el B una combinacién de carbonato de sodio,
cloruro de sodio y sulfato de sodio y el C contiene paraformaldehido.

El equipo Cell-dyn 3500R, es un equipo automatizado que realiza la citometria hematica
completa, cuenta de rojos, concentracion de hemoglobina, hematécrito, volumen globular medio,
concentracion media de hemoglobina, concentracién de hemoglobina corpuscular, cuenta de
plaquetas, cuenta de leucocitos y el diferencial. Del diferencial se toma la cuenta absoluta de
linfocitos y el porcentaje para obtener las cuentas absolutas de CD3, CD4 y CD8 tomando los
porcentajes obtenidos en la citometria de flujo.

El DNA-CHECK, estd compuesto de particulas uniformes de poliestireno con una tincion
fluorescente. Esta tincién fluorescente tiene un espectro de emision de 525 a 700 nm, con una
longitud de onda de excitacion de 488 nm. El pico del espectro de emision estd localizado
aproximadamente en 560 nm.

Este reactivo es utilizado para alinear [as particulas para que incidan por el paso del rayo
laser, lo cual se consigue con un programa en el cual en el primer histograma se hace un gate o
ventana cuadratica para elegir la poblacién de particulas a alinear, debiéndose obtener un porcentaje
de 90% o mds para tener en cuenta la mayor cantidad de particulas que pasan por el flujo. En los
demaés histogramas se realizan las cuentas del tamafio contra granularidad, FL1, FL2 y FL3, estas
cuentas deben coincidir con el 100%, ya que se esta tomando en cuenta lo marcado en la ventana y
un coeficiente de variacion menor del 2% en cada histograma para asegurar una buena incidencia de
las particulas a través del rayo laser.

El CYTO-TROL, es un control de células usado para asegurar la actividad de los
anticuerpos monoclonales por citometria de flujo. Es una preparacion de linfocitos humanos
liofilizados, los cuales exhiben antigenos de superficie detectables con anticuerpos monoclonales.
Estas células son aisladas de sangre periférica y expresan antigenos que son representativos en
linfocitos normales.

La solucion electrolitica isoténica balanceada (Isotén II) empleada como diluyente en el
conteo y medicion de células sanguineas en los instrumentos Coulter counter. Esta solucion
produce junto con la presion de vacio ejercida por el citdmetro y la muestra, un flujo continuo de

particulas las cnales pasan por el rayo laser y es determinada su fluorescencia.
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Esta solucion contiene cloruro de sodio, etilendiaminotetracetato disddico, cloruro de
potasio, fostato monosoddico, fosfato disédico y cloruro de sodio.

La solucion detergente limpiadora (CLENZ-COULTER) es empleada en los componentes
de los instrumentos Coulter que estén en contacto con sangre, incluyendo aperturas y valvulas de
muestreo.

Los resultados fueron capturados en el paquete FOX crear la base de datos para la
realizacion del andlisis estadistico en el paquete estadistico SAS 6.03 para obtener las estadisticas
descriptivas, media, desviacién estdndar, moda y varianza para cada una de las variables del
estudio, CD3, CD4 y CD8, tanto sus porcentajes como los valores absolutos.



11.3. METODOLOGIA.

En el lapso comprendido entre los meses de junio y julio de 1998, se realizo un estudio
prospectivo de donadores sanos para obtener los valores de referencia de las subpoblaciones de
linfocitos T.

Estos valores fueron determinados en una poblacion de adultos geograficamente elegidos,
siendo del D.F., Hidalgo y ciudades vecinas. El intervalo de edad en estudio fue de 20 a 47 afios (de
20 a 30 afios, 114 donadores y de 31 a 47 afios, 89 donadores), de los cuales fueron 167 hombres
(83.5%) y 33 mujeres (16.5%).

A. Toma de la muestra.

Localizacion de la vena a puncionar.

Asepsia del sitio a puncionar.

Ligado del brazo a puncionar.

Realizar la puncién y toma de muestra en el tubo con EDTA.

Desligar.

Retirar el tubo y aguja y colocar torunda con alcohol en el sitio de puncion.

La preparacion de la muestra para la cuenta de los antigenos de superficie (CD3, CD4 y
CD8) se realizo antes de 6 h de haberse realizado la puncion.

NN AE N~

B. Citometria hematica.

1. Del tubo primario se realizd la citometria hematica y se registraron los resultados,
cuentas absolutas de leucocitos y linfocitos.

C. Citometria de flujo.
1. Preparacion de la muestra para su anélisis.

a. Colocar en un tubo limpio, para cada paciente, 10 ul del reactivo de anticuerpos
monoclonales.

b. Afiadir 100 pl de la muestra bien homogeneizada, lentamente por inversion del
tubo.

c. Incubar 15 minutos a temperatura ambiente protegidos de la luz.

d. Colocar la muestra en el preparador (Q-Prep) con un ciclo de 35 segundos para
que sean agregadas las soluciones lisante (600 pl), estabilizadora (265 pl) y
fijadora (100 pl).
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€.

La muestra se encuentra lista para ser analizada en el citdmetro de flujo.

2. Analisis de la muestra.

Cada tubo es colocado individualmente en el citdmetro para el andlisis de las
subpoblaciones de linfocitos T.

La muestra es absorbida por el sistema de vacio hasta que se obtiene una cuenta
total de 5,000 linfocitos.

Las diferentes longitudes de onda de las fluorescencias son observadas
obteniéndose los porcentajes individuales, asi como las cuentas totales para cada
marcador de los linfocitos contados,

Se obtienen los resultados en aproximadamente 5 min., se imprimen v se
registran.

3. Obtencion de resultados.

a.

Se hizo una relacion del nimero absoluto de linfocitos (obtenido en la citometria
hematica) a un 100%, con los porcentajes de CD3, CD4 y CD8 (obtenidos en la
citometria de flujo).

Se obtienen los valores absolutos de los antigenos de superficie estudiados y se
recopilan en el formato de cada paciente.

Se realizo la base de datos con fodos los resultados para hacer el analisis
estadistico y obtener los valores de referencia.

Los resultados fueron recopilados en formatos como el que se presenta a continuacion:

Valores de referencia de las subpoblaciones de linfocitos T (CD3, CD4

y CD8) en donadores sanos del Banco de Sangre del
Instituto Nacional de Cancerologia.

Sexo: Edad: Fecha: Id:
Leucocitos/mm*: Linfocitos/mm®:
CD3%: CD3 /mm’:
CD4%: CD4 /mm’:
CD8%: CD8  /mm®:
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I1.4. MANEJO DEL EQUIPQO.

Citémetro de flujo COULTER EPICS XL-MCL.

La citometria de flujo incluye un sistema de flujo, que expone a las células en una sola
fila a un haz de luz excitador. Se recolecta la escasa luz y cualquier fluorescencia emitida por
esta interaccién (principalmente por colorantes usados para tefiir moléculas celulares
especificas) se convierte en seflales eléctricas que despuds pueden ser analizadas para
proporcionar caracteristicas especificas de la célula.

El citémetro de flujo de COULTER es completamente automatizado, con la totalidad
de sus funciones operacionales controladas por el software de la computadora a la que esta
conectado. Cuenta con monitor, teclado, la unidad de procesamiento (CPU), impresora de
inyeccién de tinta, compresora para el vacio, la camara de flujo celular y a su lado se
encuentra el depésito de desecho. El equipo se observa en la figura 1, sin el depésito de
desecho.

Fig. 1. Vista general del citometro COULTER EPICS XL-MCL.
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En el citémetro esté integrado un depdsito para el isotén, con el cual se genera el flujo
celular y otro deposito para el clez (solucion detergente).

El primer paso para poder analizar las muestras, es la alineacion de la poblacién, para
que incida por el paso del rayo laser. Para lo cual se utiliza ua suspension de particulas de latex
fluorescentes llamadas DNA-CHECK.

Una vez alineado el sistema 6ptico, se hace pasar el CYTO-TROL, (control positivo)
que es preparado como las muestras y los valores de CD3, CD4 y CD8 medidos deben estar
dentro de los intervalos reportados en el inserto.

Ya realizados estos pasos el equipo se encuentra en condiciones 6ptimas para realizar
el andlisis de las muestras.

Se coloca una alicuota de la muestra en el sistema de flujo (preparada como una
suspension de células o particulas bioldgicas) a través de una aguja de didmetro pequefio en un
torrente de flujo rapido de didmetro mayor. La aceleracion diferencial del torrente y de la
muestra inyectada forza a ésta Ultima a formar un haz central (foco hidrodindmico) de un
didmetro muy semejante al de la célula o particula que se analiza. Esto elimina la posibilidad
de agrupamiento celular (que pudiera detectar dos o mas células como un evento), asegura que
las células o particulas que pasan por el sitio de analisis son expuestas al haz de luz excitador
en forma individual. Este proceso se observa en la figura 2.

Camara de flujo

Presidnr=:

Area sensora

Flujo del isotén

Fig. 2. La muestra pasando hacia la camara

de flujo.

Dentro del citémetro de flujo, la velocidad de paso de la muestra en relacion con la del
torrente puede controlarse en forma neumatica para determinarse el didmetro del haz central.
La velocidad del flujo de la muestra puede se bajo, medio o alto. En el bajo se absorve un
volumen de 10 pl, en el medio 30 pl y el alto 60 pl. Es muy importante obtener el foco
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hidrodindmico dptimo relativo al tamaiio de la particula en aplicaciones como el andlisis del
DNA celular, pero esto es menos significativo para el andlisis de mediciones heterogéneas v
méas ampliamente distribuidas como la inmunofluorescencia de la superficie celular, para
trabajar estas muestras es més indicado en flujo medio, ya que en este no existe mucho choque
entre las particulas que altere su incidencia por el rayo laser. El volumen de muestra
administrado puede ajustarse para asegurar que se cuenten un ntmero de eventos
estadisticamente significativo. Esto se observa en la figura 3.

Flujo del isoton

Bajo (10 pl/min)  Medio (30 pul/min)  Alto (60 pl/min)

Fig. 3. Velocidades de flujo para la muestra.

Aunque la fuente excitadora de luz puede ser de varios tipos. los mas empleados son
los rayos laser porque producen un haz de luz de alta intensidad y de una sola longitud de
onda, que tiene baja divergencia y que puede enfocarse usando técnicas simples.

La forma del haz de luz en el sitio de analisis se controla por medio de lentes. En
situaciones éptimas, el didmetro del haz debe ser mayor que ef didmetro del haz de la muestra.
Este haz mas ancho asegura una ilumunacién uniforme de toda la muestra y optimiza la
precision de la medicion; sin embargo, el haz es menos intenso. Para compensar este problema
se crea por optica un haz que es angosto por lo menos en el eje del haz de la muestra. Esto
proporciona la sensibilidad para detectar moléculas con bajo nivel de expresion y aumenta la
doble discriminacion.

En la figura 4 se observa la ubicacion del rayo laser, el sitio donde se lleva a cabo el
flujo celular, los filtros y los fotodetectores.

La interaccion del haz del laser con la célula o particula en el punto de analisis produce
un haz de luz visible que se dispersa. Por lo tanto, mas fluorescentes. usadas para marcar
caracteristicas especificas de las células, esto permite un andlisis cuantitativo de varias
caracterisitcas celulares.
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_Fotodetectores

Laser

. ilt
Céamara de flujo Filtros

Fig. 4. Localizacion de los filtros, fotodetectores, laser
y camara de flyjo.

La luz del laser que se ha dispersado se colecta en fotodetectores dentro de algunos
grados del eje del haz excitador (dispersion frontal, Forward Scatter, FS) y también en
direccion perpendicular al haz (dispersion lateral, Side Scatter, SS). Por lo general la
intensidad de dispersién de la luz frontal correlaciona con el tamafio de la célula, lo que
permite distinguir diferentes tipos celulares y detritos o agregados en una muestra heterogénea.
La luz de dispersién lateral correlaciona con la complejidad estructural del interior celular, lo
que también es util para discriminar poblaciones celulares especificas. En la figura 5 se
observan los fotocetectores FS y SS.

Por ejemplo, se emplean patrones de dispersion anterior y lateral para distinguir en las
preparaciones de sangre total los linfocitos, monocitos y granulocitos. Sin embargo, estas
interacciones son complejas.

También se recolectan las emisiones fluorescentes detectadas en los fotodetectores que
producen electrones en forma proporcional a la llegada de luz, y los datos se digitalizan y
reunen para analisis computarizado. Debido a que la intensidad de la luz fluorescente emitida
es significativamante menor que la [uz visible dispersa, los fotodetectores fluorescentes suelen
ser tubos fotomultiplicadores disefiados para amplificar fotoelectrones. Un operador puede
controlar este proceso y presentar las sefiales amplificadas en una de dos formas: lineal (salida
directamente proporcional a la entrada) o logaritmica (salida proporcional al logaritmo de la
entrada), dependiendo de la precision e intervalo de distribucion de las sefiales requeridas para
el andlisis. En la figura 6 se observa el interior de un fotomultiplicador.
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Dispersion lateral, SS

Rayo laser =¥

Camara de flujo

Fig. 5. Localizacién de los fotodetectores FS y SS.

Para obtener los “colores” especificos se usan filtros opticos para separar la mezcla de
fluorescencia y de luz dispersa y para elegir el espectro deseado en el intervalo de logitudes de
onda especificas, que corresponden a la emision(es) de el/los colorantes fluorescentes usados
para marcar macromoléculas especificas de las células. Esta separacion se observa en la figura
7.

Aunque la intensidad de la luz dispersa es Gtil para identificar los subgrupos en una
poblacion heterogénea de células, la deteccion de fluorescencia ha sido la base para analizar
diferentes caracteristicas celulares, incluyendo la expresion de antigenos de bajo nivel.
Ademads, el uso de multiples sondas fluorescentes de diferentes colores, dirigidas contra
parametros celulares variables, permite el andlisis y discriminacion detallada de las células de
poblaciones heterogéneas (citometria de flujo o parametros o colores multiples).
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Fotomultiplicador

Entrada de luz

Fig. 6. Interior de un fotomultiplicador.

Sensor FL2  gepsor FL3

Rayo laser Frente

Sensor FS

e

Cémara de flujo -

Fig. 7. Separacion de la mezcla de fluorescencia
y de [uz dispersa.
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La disponibilidad de colorantes fluorescentes (fluorocromos) permite realiazar analisis
multicolores. El espectro fluorescente se divide en forma arbitraria para distinguir el verde del
naranja, el naranja del rojo, etc. Sin embargo, cada colorante emite en realidad luz dentro de un
intervalo de longitudes de onda, y muchos colorantes tienen emisiones (colores) que se
traslapan. En otras palabras, una emision fluorescente puede detectarse en una regién espectral
que haya sido asignada a otra emision fluorescente (defifinda por los filtros opticos). Esto se
observa en la figura 8.

Para eliminar esta sobreposicion se usa procesamiento de sefiales para restar las
fracciones contaminantes o traslapadas de una sefial sobre las otras, y se eligen los reactivos
colorantes y los filtros 6pticos que permitan miniminzar la sobreposicion y las correcciones
matematicas compensatorias necesarias. Esta conipensacion de color es especialmente
importante al evaluar la fluorescencia débil, que puede reflejar la expresion positiva y
clinicamente relevante de un antigeno de especial interés (por ejemplo, marcadores de
activacion de células normales y neoplasicas de origen inmunolégico). Es obvio que la seiial
débil puede ser semejante a la emisién de color traslapada de un segundo colorante. En
consecuencia, la compensacion exacta puede afectar en forma significativa la discriminacion e
interpretacion de la expresion débil.

FITC PE

Intensidad relativa

A

450 500 550 600 650
Longitud de onda (nm)

Fig. 8. Histograma de distribucion de emision de fluorescencia.

En la actualidad puede realizarse de rutina una citometria de flujo de tres colores por
medio de un instrumento con un solo rayo laser de argon al combinar los reactivos marcados
con FITC (verde), RD1 o PE (naranja) y varios reactivos del tercer color ECD (rojo), todos
excitados de modo adecuado con la linea laser de argén azul de 488 nmi. La separacion de la
emision de estos reactivos fluorescentes es suficiente para permitir la deteccion con niveles de
compensacion de color adecuados.

Una vez digitalizados y almacenados, los datos computarizados deben mostrarse de
varia maneras, incluyendo histogramas simples de un parametro. El eje de las X representa la
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intensidad de la seiial, que aumenta al aumentar el niimero de canal, y el eje de la Y representa
el namero de eventos. Las gréaficas de dos pardmetros permiten cotrelacionar la informacion.
discriminando entre las células con base en la expresion de multiples marcadores. Los
histogramas de dos parametros, en los que los ejes X y Y representan el aumento en la
intensidad de sefial de diferentes parametros, deben mostrarse en dos gréficas (en las que la
densidad de puntos representa el nimero de eventos).

Al usar los métodos de grafica previamente mencionados puede seleccionarse o
definirse una region de interés (ventana), y recolectarse los datos solo para las células o
eventos que ocurran en ella.

Por ejemplo, con base a dispersiones frontal y lateral, se pueden seleccionar los
linfocitos de la poblacion total de leucocitos y examinar la expresion de los parametros solo en
esta subpoblacion. Los procedimientos de ventana no estdn restringidos a las caracteristicas de
la luz dispersa, sino que pueden aplicarse a parAmetros de fluorescencia. solos o en
combinacion con parametros de dispersion. El la figura 9 se observa un histograma de dos
pardmetros, tamario, FS y complejidad, SS, en el cual esta seleccionada la ventana A que
delimita la ubicacion de los linfocitos.

1

r
(8] 10z4

Histograma Region 1D Yo Cuenta

1 A AUTO 227 5000

Fig. 9. FS Vs SS.

Después, la ventana es asignada a los histogramas y unicamente los datos dentro de la
ventana son incluidos en los histogramas, la asignacidén a los histogramas se observa a un lado
del nimero del histograma. El programa empleado para la cuenta de CD3, CD4 v CDS8, consta
de un total de 8 histogramas. El primero, es el que se muestra en la figura 9. En las graficas
cuadraticas de dos parametros que a continuacion se muestran en la figura 10 en relacion con
la fluorescencia de CD3 y CDS8, se puede determinar que células son CD3" y CD8" (region 4,



células asesinas naturales, NK), CD3" y CD8" (region 2, células supresoras), CD3* y CD§"
(region 1, células cooperadoras) y CD3" y CD8 (regidn 3, todos los demas linfocitos, detritos,
etc.).

En estos histogramas se relacionan las tres fluoresencias entre si, FL.1(CD8) Vs
FL2(CD4), FL1(CD8) VS FL3(CD3) y FL2(CD4) VS FL3(CD3), en los cuales se observan
los dobles positivos como son CD8 con CD3 y CD4 con CD3, en estos histogramas se
obtienen las cuentas correspondientes a los porcentajes en cada cuadrante, asi como el nimero
del histograma y la region de identificacion.
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ey 'j“r‘mrﬁrﬁﬂm’t—rnmn—n‘mm ‘L‘T“I‘ITIII’_T“I‘ITHTI_I—FITI'ITT‘ITI'WI'I‘L
-1 1000 .1 1000 .1 1000
COS-FITC CDB-FITC CD4-RD1
Histograma Regidon ID % Cuenta
2 B1 B 415 2074
B2 B 0.1 5
B3 B 19.5 976
B4 B 389 1945
3 Cl C 41.5 2647
C2 C 0.1 1888
C3 C 8.0 398
C4 C 1.3 67
4 Dl D 48.7 2435
D2 D 41.6 2079
D3 D 9.7 486
D4 D 0.0 0

Fig. 10. Combinaciones de las tres fluorescencias.
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Los tres histogramas siguientes son lineales de un pardmetro, en ellos se mide el

porcentaje y cantidad de células contadas para cada fluorescencia, como se observa en la figura
11.

32
3z
43

Count
Count
Count

-1 1000 .1 1000 -1

1000
chBs-rFITC CD4-RD1{

CD3-ECD

Histograma | Regién | ID % Cuenta
5 E E 38.8 1939
6 F F 41.4 2072
7 G G 87.2 4358

Fig. 11. Medicion de porcentajes y cantidad de células
de cada fluorescencia.
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El altimo histograma se llama prisma, e indica los porcentajes de las posibles
combinaciones que se tienen en las células empleando estos tres anticuerpos marcados. Este
histograma se muestra en la figura 12.
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Prisma
CD8-FITC - + - + - + | - +
CD4-RD1 - - + |+ - - + |+
CD3-ECD - - - - + ]k + ] F
Porcentaje | 20.0 41.4 87.2 41.6
38.8 0.0 378 0.0

Fig. 12. Histograma de prisma.

El proceso final es el andlisis de los histogramas estadisticamente. Y asi, se obtienen
los porcentajes de los CD3, CD4 y CD8 medidos.
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Los resultados fueron capturados en un paquete estadistico para obtener las estadisticas
descriptivas, media, desviacion estandar, moda y varianza para cada una de las variables del
estudio, CD3, CD4 y CD8. Los valores de referencia son expresados en porcentaje y cuentas
absolutas (x 109/1). Para obtener los valores de referencia se tomé la media de cada variable, tanto en
porcentaje como en sus cuentas absolutas (#), tomando como intervalo (+/-) una desviacion

estandar,

CAPITULO IILRESULTADOS.

Estos datos se muestran en la siguiente tabla:

Ag de superficie % (media) +-1DS Absoluto (media) +/- 1 DS
CD3 68.2 7.6 1.700 0.477
CDh4 37.5 6.7 0.932 0.279
CD8 29.4 7.6 0.737 0.301

A continuacién se muestran las graficas de barra para cada una de las variables, tomando en
el eje de las X los rangos de la positividad de cada antigeno de superficie tanto en porcentajes como
en sus cuentas absolutas. En el eje de las Y se representa la frecuencia de donadores observada para

cada rango.

Para obtener las cuentas absolutas de cada antigeno de superficie se hace una relacion de las
cuentas absolutas y porcentaje de los linfocitos de la citometria hematica con los porcentajes de

cada antigeno de superficie obtenidos en la citometria de flujo.
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La grafica 1 corresponde al porcentaje de CD3, en el que se observa una distribucion normal,
con 9 casos en el rango menor de 55 a 60% y 4 en el rango mayor de 90% y mais. Teniéndose una
media de 68.2%, una desviacion estandar de +/- 7.6, moda de 72.5%, una varianza de 58.2, un valor
maximo de 87.2% y un valor minimo de 50.3%.

% CD3

HEFrecuencia

Frecuencia

PP PP

Rangos (%)

Grafica 1. Rangos y frecuencia para %CD3.

La grafica 2 muestra una distribucion normal para el porcentaje de CD4, observandose 9
casos en el rango menor de 25 a 30% y 1 caso en el rango mayor de 60% y mas. Teniéndose una
media de 37.5%, una desviacion estidndar de +/- 6.7, moda de 32.9%, una varianza de 45.1, el valor
maximo de 57.1% y un minimo de 21.6%.
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Grafica 2. Rangos y frecuencia para %CD4.
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La grifica 3 corresponde al porcentaje de CD8, en el que se observa una distribucion un
poco desviada a la izquierda, teniendo 14 casos en el rango menor de 20 a 25% y 2 casos en el rango
mayor de 60% y mas. Obteniéndose una media de 29.4%, una desviacion estiandar de +/- 7.6, moda
de 24.8%, una varianza de 58.4, un valor maximo de 56.7% y un valor minimo de 15.5%.
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Gréfica 3. Rangos y frecuencia para %CDS8.

La grifica 4 muestra una distribucién normal, que corresponde a las cuentas absolutas
de CD3. Se observan 9 casos en el rango menor de 0.900 a 1.200 y 2 casos en el rango mayor de
3.000 a 3.500. Teniéndose una media de 1.700, una desviacion estandar de +/- 0.477, moda de
0.958, una varianza de 0.228, un valor maximo de 3.342 y un valor minimo de 0.777.
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Gréfica 4. Rangos y frecuencia para #CD3.
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La grafica 5 corresponde a la cuenta absoluta de CD4, en el que se observa una distribucion
normal de 2 casos en el rango menor de 0.400 a 0.600 y 3 casos en el rango mayor de 1.800 y
mayor. Teniéndose una media de 0.932, una desviacion estandar de -+/- 0.279, moda de 1.221, una
varianza de 0.078, un valor méximo de 1.636 y un valor minimo de 0.351.

Frecuencia

#CD4

Rangos (x 10%)

Grafica 5. Rangos y frecuencia para #CD4.

La grafica 6 es de las cuentas absolutas de CD8, en el que no se observa una distribucion
normal, sino un poco desviada a la izquierda. Se tienen 13 casos en el rango menor de 0.400 a .0600
y 3 casos en el rango mayor de 2.000 y mayor. Se obtuvo una media de 0.737, desviacion estandar
de +/- 0.301, moda de 0.637, varianza de 0.091, un valor maximo de 1.928 y un valor minimo de

0.323.
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Griéfica 6. Rangos y frecuencia para #CD8.
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DISCUSION.

Aunque se cuenta con estandares internacionales para los valores normales de las
subpoblaciones de linfocitos es Util obtener en cada laboratorio sus propios valores de referencia.

Un valor de referencia se crea cuantificando el mimero de diferentes tipos de linfocitos
(basados en la expresion de antigenos de superficie) en muestras de sangre colectadas de un grupo
de hombres y mujeres sanos. Fueron usadas las muestras de sangre de los donadores entre 20 y 47
aflos para generar los valores de referencia considerando la existencia de inmunocompetencia
durante estas edades. Individuos que tuvieron enfermedad reciente debieron ser excluidos del grupo
ya que sus valores estarian alterados por su enfermedad. (4)

La presentacion de las subpoblaciones de linfocitos en poblaciones sanas es amplia. Las
variables biol6gicas que estin correlacionadas con la presencia en sangre periférica de las
subpoblaciones de linfocitos incluyen edad, raza, género e influencia del ambiente, incluyendo
temporada, drogas y cigarro. Los niimeros absolutos del subgrupo de células T en nifios sanos son
significativamente mas altos que los valores de adultos, predominantemente la relativa linfocitosis
durante los primeros afios de vida. Ha sido reportado en infantes, un porcentaje mas elevado de
células CD4 que en adultos. En gente joven se ha reportado una minima disminucién en el
porcentaje de células CD8. (4)

A estas variables influye también el ritmo circadiano en el nivel de linfocitos circulantes,
particularmente células CD4 a lo largo del dia. Esta alteracion correlaciona con una fluctuacion del
nivel de corticosteroides, por consiguiente, el porcentaje y nimero de células CD4 circulantes baja
entre las 8:00 am. y el mediodia, aproximadamente 4 horas después del nivel pico de
corticosteroides circulantes. El nivel de CD4 se incrementa gradualmente en [a tarde y permanece
alto a lo largo de la noche. El promedio de fluctuacion en los niveles de CD4 absoluto a lo largo del
dia es de 15 a 20% pero puede ser tan alto como 50%. (4)

A pesar de tal variabilidad en las mediciones en individuos sanos, los efectos de enfermedad
e intervencion inmunologica tal como transplante de organos, enfermedad inmunoldgica,
inmunosupresion y malignidad linfoide pueden ser profundos y especificos de alteraciones en las
subpoblaciones de linfocitos en individuos afectados, los cuales deben estar fuera para la obtencion
de los intervalos de referencia. (4)

Tomando en cuenta el sexo, no se encontrd variacion trascendente, fue hecho un muestreo a
- 34 mujeres del total de 200 y sus valores no fueron diferentes de los encontrados para los hombres.
Para la temporada del afio en que fue realizado el muestreo, que fue junio y julio de 1998, la época
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fue calurosa y seca en la cual se presentaron altos indices de contaminacion por el mismo motivo.
En el caso de la edad, se eligio de 20 a 47 afios para considerar donadores de edad adulta.

El método utilizado para la determinacion de estos valores fue por citometria de flujo de tres
colores, empleando equipo y reactivos de Coulter, siendo esta metodologia bastante sencilla,

reproducible y confiable.
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CONCLUSIONES.

Los valores de referencia de las subpoblaciones de linfocitos T obtenidos en el presente
trabajo, presentan ciertas semejanzas con los reportes encontrados de la UCLA Medical
Immunology Laboratory (4), con los valores de referencia para una poblacion de 152 adultos de
Malasia (21), también con un reporte de Rumania para una poblacion de 100 voluntarios caucésicos
(22), estas comparaciones se observan en la siguiente tabla:

Ag de CD3 % Cels. CD3 CD4% Cels. CD4 CD8% Cels. CD8
superficie | - x 10°41 x 10°/1 x 10%/1
UCLA 72 1.258 45 0.756 25 0.450
Malasia (21)| 57.9-75.1 2.066 24.7-41.7 1.028 22.7-40.5 0.982
Caucésicos | 71.4-77.0 39.5-445 23.2-34.6
(22)
LN.Can. 60.6-758 11.223-2177{ 30.8-442 |0.653-1.211| 21.8-37.0 {0.436-1.038

Como ya se menciono anteriormente la utilidad de que cada laboratorio elabore sus valores
de referencia por las diferencias metodologicas que existen entre laboratorios, condiciones
ambientales, efectos de enfermedad e intervencion inmunologica, como transplante de organos,
inmunosupresion o malignidad linfoide

hospital.
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