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Se estudian las poblaciones linfoides en 30 donantes sanos mediante diferentes marcadores de
linfocitos T y B. Se discuten los resultados de las rosetas E totales y de la alta densidad de receptores.
Se discuten los resultados de linfocitos B totales y las diferencias encontradas con cada método de
cuantificacion; no es excluye la posibilidad de que diferencias menores puedan tener una base
geografica. Se analiza la utilidad resultante del uso de verografin en la preparacion de células linfoides

para estudios de inmunidad.

INTRODUCCION

Desde que los linfocitos fueron caracterizados
por Gowans! como efectores celulares en la
respuesta inmune, mucho se ha trabajado con
estas células; en otros momentos han sido consi-
deradas sin funcién importante en los
mecanismos de defensa. Asi, ha sido posible
definir 2 sistemas de células linfoides seguin su
participacion en la respuesta inmune, uno
encargado de las respuestas de hipersensibilidad
retardada, y el otro de las respuestas de tipo
humoral, ambas  estrechamente interre-
lacionadas e interdependientes.?

13  Jefe del departamento de biologia de tumores, IOR.
460 14 médico especialista del laboratorio de inmunologia tumoral, IOR.

Los linfocitos causantes de las respuestas de
hipersensibilidad retardada se consideran
derivados del timo (T), mientras que los linfocitos
encargados de la produccion de los mediadores
de la respuesta humoral (es decir, anticuerpos) se
derivan de la bursa en las aves, aunque en los
mamiferos no se ha podido definir un érgano
equivalente y se ha considerado como posible, la
médula 6sea.’

Si importante ha sido la definicion de estos dos
sistemas, también ha sido de relevante interés la
creacion de una tecnologia que posibilita asignar
a qué sistema pertenece un elemento u otro en
una poblacion linfoide, y por tanto, su
cuantificacion. Esta tecnologia se basa en
marcadores presentes en las células linfoides
que permiten clasificarlas como linfocitos T o B.
De esta manera se ha definido que los linfocitos
T presentan antigenos timoespecificos en el
hombre,'’-5 ratén,® rata,” conejo® y

R.C.M.
JULIO-AGOSTO, 1978

15 Jefe del laboratorio de inmunologia tumoral, IOR.
16 Técnica del laboratorio de inmunologia tumoral, IOR.

17 Sones, F. M. Coronary Arteriography. Pre-



bovinos.? Los linfocitos T humanos forman
ademas rosetas espontaneas (E) con eritrocitos
de carnero,'%l y es éste el marcador T mas
frecuentemente usado.

Los linfocitos B presentan, por su parte,
inmunoglobulina de superficie celular (IgSC)
faciimente detectable!- y receptores para el
complemento (C).! Presentamos nuestros
resultados al estudiar las poblaciones linfoides
obtenidas por sedimentacién en gradientes de
densidad con verografin, en donantes de sangre
normales.

MATERIAL Y METODO

Muestras: Se obtuvo sangre por puncion
venosa, de 30 donantes de banco de sangre,
anticoagulada con heparina libre de preservativos
(25 U/ml/de sangre).

Obtencion de linfocitos: Los linfocitos
se obtuvieron depositando 10 ml de sangre
diluida a partes iguales con solucion de Hanks
sobre 5 ml de verografin (Sal N-metil-D-
glucaminica y sal sédica del acido 3-5 bis-
acetil-amino-2, 4, 6, triiodo- benzéico (86,85:
13,15%), diluido en
H, 0 destilada (densidad: 1,078). Las
muestras se centrifugaron a 1,500 x g, durante 30
minutos. El anillo blanquecino que se forma en la
interfase es aspirado con pipetas Pasteur. Las
células fueron lavadas 3 veces con solucion de
Hanks, a 4°C, y contadas en un hemocitémetro.
La viabilidad fue chequeada con azul tripan. Se
realizaron extensiones tefiidas con hematoxilina-
eosina.

Estudio de poblaciones

En las poblaciones linfoides obtenidas se
estudi6 la presencia de IgSC  por
inmunofluorescencia, de receptores para Fe de
IgG por rosetas EA y para el complemento por
rosetas EAC. La formacion de rosetas
espontaneas con eritrocitos de carnero se realizd
como marcador de linfocitos T. Con igual
propdsito se estudiaron las preparaciones de
linfocitos

ftev Cub Med 17: 461-465, julio-agosto, 197*8

T por inmunofluorecconcia indirecta, con un
suero anticélula’, de timo fetales humanas
producido en un conejo y absorbido
extensamente con eritrocitos AB (+) y células de
leucemia linfoide crénica, cuyos resultados no se
informan aqui en detalle.

La inmunofluorescencia directa de linfocitos
se realizé6 con ligeras modificaciones segun
Cerettini* con un antisuero de oveja contra Ig
humanas, marcado con isotiocianato fluoresceina
(Wellcome, MFOI, loto K 9631), diluido 1:20 y se
ley6 en un microscopio de fluorescencia ML-2A
(URSS).

Las rosetas EA so lograron por incubacion de
eritrocitos humanos con un antisuero de conejo
inmunizado con hematies AB (+) en
concentraciones subaglutinantes. Los hematies
se lavaron 3 veces y se incubaron con los lin-
focitos obtenidos en un proceder similar al de
Huber.'®> Para las rosetas EAC los hematies EA
fueron lavados e incubados con suero humano
normal, fresco, diluido como fuente de
complemento segun Michimayer.*3

Las rosetas E se realizaron de acuerdo con
Jondal,*® excepto en que al final fueron fijadas en
glutural dehido diluido al
0, 6% (concentracion final)** en solucion
amortiguadora T-D, pH 7,3.14

RESULTADOS

1. Obtencion de células linfoides. Las células
obtenidas por gradientes de densidad
mostraron una pureza mayor del 98% de
células mononucleares. Usualmente, entre un
5-15% de las células mostraron un didmetro
mayor de 10-12 M (mieras) y nucleo
escotado: estas células fueron consideradas
monocitos. La viabilidad mostrada es
habitualmente superior al 95%, segun el
criterio de exclusiébn de azul tripan.
Regularmente se obtienen de 1 a 2 x 10"
células por mi de sangre original, utilizada de
un donante de sangre normal.

2. Estudio de rosetas EA, EAC e
nofluorescencia. En el cuadro | se

inmu-



CUADRO | MARCADORES B
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muestran los valores de linfocitos
formadores de rosetas EA, EAC y positivos
en inmunofluorescencia directa. Es de
destacar que los valores de rosetas EA y
EAC son practicamente idénticos entre si,
mientras que los obtenidos por inmunofluo-
rescencia son ligeramente inferiores.

Estudio de rosetas E. Los valores de
rosetas E se muestran en el cuadro

II. No son valores diferentes de los
informados en la literatura utilizando la
misma técnica. Encontramos usualmente
alrededor de un 20% de rosetas con mas de
7 hematies de car-

CUADRO Il MARCADORES T

M: media; Ds: desviacion estandar ADR: alta densidad
de receptores BDR: baja densidad de receptores

fiero unidos por linfocito. Estos linfocitos se
desglosan en el cuadro y se consideran
células con alta densidad de receptores
(figura).

El cuadro Il muestra que la suma total de las
subpoblaciones no es superior al 100%; y si
escasamente inferior.

DISCUSION

El estudio de las poblaciones linfoides
humanas tiene un obvio interés por su aplicacion
al diagnostico y la investiga-

Figura. Linfocitos de sangre periférica. Algunos muestran entre 3-6 eritrocitos de carnero unidos,
mientras otros adhieren mas de 7 eritrocitos.
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cién clinica de las afecciones que evolucionan
con alguna afeccion de la inmunidad. Hemos
intentado por esto cuantificar diferentes
poblaciones linfoides en sangre periférica
humana por diferentes métodos.

En nuestros resultados las cifras de linfocitos
T obtenidas son comparables a las de otros
trabajos publicados"®® aunque iigeramente
superiores a las informadas en otras
investigaciones.'® En este Ultimo caso, pudiera
influenciar la estabilidad de las rosetas,? la
accion fijadora del glutural dehido! y el nimero
de eritrocitos por linfocito.?! Como quiera, estas
cifras no parecen excesivas en el sentido de que
estemos dando como positivas células que
carecen de este marcador, ya que en ningln caso
la suma de linfocitos T totales mas linfocitos B es
superior al 100%. De todas formas, los resultados
con rosetas E son similares a los obtenidos con
un suero antitimocito humano fetal (resultados no
presentados).

La constancia de la cifra de linfocitos con méas
de 7 eritrocitos de carnero unidos la
consideramos de interés. Esta cifra es de
alrededor del 20% en donantes normales. Hemos
considerado estos linfocitos con alta densidad de
receptores para eritrocitos de carnero como una
posible subpoblacion de linfocitos T. Esta
subpoblacion disminuye selectivamente en
pacientes con cancer de mama.-- Resultados
preliminares en pacientes portadores de
melanoma parecen justificar esta impresion. Es
posible que esta subpoblacién esté relacionada
con las rosetas producidas por linfocitos con
receptores de alta afinidad detectados con
rosetas “tempranas” o “activas.” (Véase
Wybran,?25 y Wv).2% Aunque la cifra de 28% de
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Wybran y colaboradores es algo diferente a la
de 20% nuestra, pueden existir detalles técnicos
responsables de esta diferencia. Actualmente se
investigan en nuestro laboratorio.

Los resultados para evaluar poblaciones B
muestran que las rosetas EAC y EA dan valores
estadisticamente indiferenciables.

Esto indica que si bien se ha descrito que los
linfocitos T activados tienen receptores para el
fragmento Fe modificado de 19gG,>"?® en las
muestras de sangre periférica de donantes
normales, tales linfocitos T activados influencian
poco los resultados y que el marcador EA detecta
principalmente linfocitos B. La utilidad que
pueden tener las diferencias entre linfocitos
reactivos a EA y EAC es un aspecto inexplorado
de inobjetable interés. Las enfermedades que
evolucionan supuestamente con alteraciones de
linfocitos T, con hiperactividad de éstos, y
aumento de linfocitos T activados, como pudieran
ser las primeras fases de la respuesta inmune
antitumo- ral, se beneficiarian de estas dife-
rencias.

El reverso de la cuestion, es decir, una
disminucion de la poblacién EA positiva, es no
menos interesante.

El valor de rosetas EAC es ligeramente
superior al obtenido por inmuno- fluorescencia.
No es facil discutir estas diferencias si se hace
abstraccion de las potencialidades de
sensibilidad en cada técnica. Ciertamente, la
visualiza- cion de los indicadores de una y otra
técnica (eritrocitos vs. moléculas marcadas) es
més facil y posible en el primer caso que en el
segundo. Pueden considerarse las diferencias de
sensibilidad entre las técnicas usadas.

Los resultados de las poblaciones B por
inmunofluorescencia son superiores a los
obtenidos en otros trabajos3®! sin embargo,
comparables a los de Brenner y colaboradores®?
que utilizan reactivos similares. Es posible que
estemos detec
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tando poblaciones B con IgSC estable y labil
(segin Lobo y colaboradores)™ aunque este
mismo autor refiere que aquéllos que obtuvieron
cifras de linfocitos B con 1IgSC por
inmunofluorescencia inferiores al 20% detectan
fundamentalmente la poblacién con IgSC es-
table. Sin embargo, nuestras cifras promedio son
aun superiores, la causa puede ser un medio
geografico diferente.

Muestras provenientes de un medio geogréfico
diferente  han mostrado tener diferentes
proporciones relativas de linfocitos T y B33>34
estos datos son importantes, ya que no
conocemos otro estudio similar en nuestro medio.
Diferencias entre distintas poblaciones se han
planteado también para otras células blancas
sanguineas.®®

Por ultimo, los resultados obtenidos con el
verografin, demuestran que las proporciones
relativas de distintas subpoblaciones linfoides no
difieren de las obtenidas por otros métodos, y se
obtienen buenos rendimientos de linfocitos con
marcadores T o B. Estas cifras apoyan la utilidad
de este sistema para preparar poblaciones
linfoides con vista a su utilizacién en estudios de
inmunidad. Aunque otros han informado anterior-
mente el uso de linfocitos separados de esta
forma,3¢-3" en nuestro trabajo se completa la
tecnologia aplicable a células asi obtenidas
(rosetas E, EA, EAC, inmunofluorescencia directa
e indirecta).

Células linfoides preparadas de igual manera
se han utilizado con éxito también para estudios
de transformacion blastica,3® doctor Muzio,3S
doctor C. Rodriguez.®®

Los resultados de pureza (mas del 95% de
células mononucleares) viabilidad (méas del 95%
también) son satisfactorios. Los rendimientos, de
1-2 x 10° células mononucleares por mi de sangre
original son comparables a otros procederes.*°
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Ademaés, la facilidad de preparacion, y poco costo
del reactivo son elementos que se deben tener en
consideracion.

CONCLUSIONES

1. El estudio realizado de poblaciones linfoides
por diferentes marcadores demuestra que
nuestros resultados cuantitativos de linfocitos
T en sangre periférica humana son compara-
bles a otros informados.

2. Los valores de linfocitos B por rosetas e
inmunofluorescencia muestran moderadas
diferencias como posible expresion de
diferencias de sensibilidad en ambos
métodos.

3. Laseparacion por gradiente de veno- grafin se
ha demostrado util para obtener linfocitos de
sangre periférica para clasificarlos segun
marcadores T o B.

4. Se consideran aquellos linfocitos con mas de
7 eritrocitos de carnero unidos (linfocitos con
alta densidad de receptores) como una
posible subpo- blacién de linfocitos T.

ABREVIATURAS USADAS EN ESTE TRABAJO

Linfocito T Timoderivado o dependiente Linfocito B
Timo independiente IgSC Inmunoglobulina de
superficie ce-

Fc lular.
Ig Fragmento cristalizable
EA Inmunoglobulina

Eritrocito recubierto de anti-
Roseta E cuerpo
C Eritrocito recubierto de anti
cuerpos mas complemento
Roseta espontanea
Complemento
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SUMMARY

Cervantes, C. et al. A study of human lymphoid subpopulations. Rev Cub Med 17: 4, 1978.

Lymphoid populations were studied jn 30 healthy donors with the aid of different T and B lymphocytes
tracers. Total E rosettes as well as the high density of receptors are stressed. Total B lymphocytes
and the differences from each quantification method are discussed. A possible geographic relationship
with minor differences is not ruled out. The usefulness of Verografin in preparing lymphoid cells for
immune studies is analyzed.

RESUME
Cervantes, C. et al. Etude de sous-populations lymphoides humaines. Rev Cub Med 17: 4, 1978.

Les populations lymphoides sont étudiées chez 30 donneurs sains au moyen de différents indicateurs
de lymphocytes T et B. Les résultats des rosettes E totales et de la haute densité de receveurs sont
discutés, ainsi que les résultats de lymphocytes B totaux et les différences trouvées avec chaqué
méthode de quantification. On n'écarte pas la possibilité que plusieurs différences peu importantes
puissent avoir une base géogra- phique. L'utilit¢ qui résulte de I'utilisation de Verografin dans la
préparation de cellules lymphoides pour les études d'immunité est analysée.

PE3KME

CepBanTec K. 0 zp.
HacelieR02. 2ev Cub Med 17» 4, 1978.

HccjieaoBafiae "ejiOBe”ecKKx -

HecjiejiyioTCfl JitiM$oimHiie nacejiemia y TpaimaTH 3flopoBbix .noHopoB c- noMomBB
pa3JmHHX OTMeTOK T O B. O6cyauiaBTCH pe3yjii
TaTH poseTOK E  oémax 0 bhcokoii imothoctO no”*ynaTedieii. OCcyamamr ch pe3yjn>TaTu
jwm$owmob B 00mX o OTS$SepeHnaH, oOHapyxeHHue -- npa KaamoM MeTOiie
KyaTH$HKaa0ii; He acmiiOTaeTCH bo3moshoctb Tqro tto ueHime pa3JiHHM MoryT
UMeTB reorpat|)HqecKyK) OCHOBy. AHadJiH3H pyeTCJi  KOHegHaa
agx | ) eKTHRHOCTB acn0"B30BaHaa Beporpa$OHa b no”ro TOBKe JiaM$oTHHecKiix
RJieTOK c uejiBio KccJie”oBaHaii OMMyHOTeTa.
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