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RESUMEN

En el presente reporte se presentan los
resultados obtenidos en las cuantificaciones de
linfocitos T mediante la técnica de rosetas con
glébulos de carnero y la medicion de las
respuestas mitogénicas a lectinas mediante la
incorporacion de timidina tritiada, en 92
individuos costarricenses sanos utilizados como
referencia en la evaluacibn de pacientes en
estudio por infeccién recurrente.

Aungue se encontrd, como ha sido descrito, una
gran variabilidad, especialmente en cuanto a las
respuestas mitogénicas, fue posible establecer
que el promedio de células formadoras de
rosetas espontaneas y totales fue de 48 + 11y
de 56 * 11, respectivamente, y que el 90% de
las respuestas (percentil 10) estuvo por encima
de 6,2; 16,1 y 2,0, como indice de estimulacion
para concanavalina A, fitohemaglutinina vy
fitolaca americana, respectivamente.

Se comentan ademas aspectos del
control de calidad y la estandarizacion
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de las técnicas de laboratorio que permiten que
estos procedimientos puedan usarse con
fiablemente como apoyo diagnéstico e
investigacion de diversos cuadros
inmunoldgicos. (Rev. Cost. Cienc. Méd. 1991;
13(1-2): 37- 42).

INTRODUCCION

Las pruebas de laboratorio para evaluar el
funcionamiento de los componentes del sistema
inmune y ayudar a la clasificacién y tratamiento
de sus defectos son innumerables (1, 2). Dentro
de ellas no puede dejar de considerarse la
cuantificacion de subpoblaciones de linfocitos y
la medicion de la respuesta mitogénica a
lectinas, particularmente concanavalina A (Con
A) fitohemaglutinina (PHA) y fitolaca americana
(PWM). Estas y otras pruebas se consideran
rutinariamente en el estudio del componente
inmunoldgico de diversas patologias (1, 3, 4, 5,
6).

Aungque recientemente ha sido sustituida en
muchos laboratorios por los andlisis por
citometria de flujo, utilizando anticuerpos
monoclonales, la prueba de formacion de
rosetas con glébulos rojos de carnero (GRC), ha
sido por muchos afios el método clasico para la
identificacion de linfocitos T. Hoy dia, a pesar de
sus limitaciones, esta sencilla técnica continta
siendo util en los laboratorios con recursos
econémicos limitados, incluso para el aisla-
miento de poblaciones enriquecidas de linfocitos
T para diferentes fines (2, 5).
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A partir del primer informe, en 1960, acerca de
la capacidad de los mitdgenos para inducir la
multiplicacion de los linfocitos, diversos
procedimientos han sido utlizados para
cuantificar dichas respuestas (4, 7). EI mas
difundido es aquel que utiliza la adicion de un
precursor radioactivo del ADN (usualmente
timidina tritiada) y la medicion posterior de la
cantidad de radioactividad incorporada dentro
de las células. La Con A estimula a los linfocitos
CD4+ y CD8+ con actividad supresora. La PHA
estimula tanto a linfocitos CD4+ y CD8+ como a
linfocitos B, mientras que se sabe que la PWM
estimula tanto la respuesta de células T como
de células B dependientes de T (5).

Sin embargo, la difusion del uso de estos
procedimientos no ha impedido gque exista poca
uniformidad con respecto a los criterios
utilizados para la interpretacion y valoracion
clinica de los resultados.

En el presente trabajo se describen los
resultados de las cuantificaciones de linfocitos T
con GRC vy los valores de las respuestas
mitogénicas a lectinas en 92 individuos
costarricenses sanos, y se comentan los
mismos con relacion a los aspectos técnicos y
de estandarizacién necesarios para el uso e
interpretacion adecuados de dichos
procedimientos en diversas patologias.

MATERIALES Y METODOS

Se incluy6 en este estudio a 92 individuos
costarricenses sanos (40 hombres y 52 mujeres)
con edades comprendidas entre 17 y 49 afios,
que entre 1986 y 1990 fueron considerados
como controles sanos en las pruebas de
cuantificacion de rosetas con GRC y la
estimulacion  blastica con Con A, PHA
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y PWM practicadas en nuestro laboratorio a
pacientes en estudio por infeccidon recurrente,
utilizando procedimientos previamente descritos
8.

Las muestras se obtuvieron por puncién venosa
utilizando heparina como anticoagulante (1
Ul/ml) y fueron procesadas dentro de las
siguientes dos horas. Las células
mononucleares  (CMN)  fueron  separadas
utilizando gradientes de Ficoll-Hypaque
(SIGMA). Para las mediciones de
transformacion mitogénica de linfocitos, 2 x 10°
CMN de cada individuo fueron estimuladas por
triplicado con concentraciones Optimas finales
de concanavalina A (Con A, 3,25 pg/ml),
fitohemaglutinina (PHA, 6,5 pg/ml) vy fitolaca
americana (PWM, 12,5 ug/ml) (todas obtenidas
de SIGMA). Paralelamente se trazaron curvas
dosis-respuesta y pruebas de reproducibilidad
para determinar las concentraciones y tiempos
de incubacién éptimas para las pruebas.

El andlisis estadistico de los resultados se hizo
utilizando el programa de computacion Stat
View (Macintosh).

RESULTADOS

La viabilidad de las células mononucleares
obtenidas de los gradientes de Ficoll-Hypaque
fue siempre superior al 95%. Las curvas dosis-
respuesta que fueron hechas durante el periodo
de estudio (Figura 1), permitieron establecer que
las concentraciones Optimas de mitdgenos, bajo
las condiciones establecidas fueron de 3,25; 6,5
y 12,5 pg/ml para Con A, PHA y PWM,
respectivamente. Los resultados fueron muy
similares en todos los casos, aun cuando
durante el estudio fueron utilizados diferentes
lotes de una misma casa comercial (datos no
mostrados).
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FIGURA 1. Respuesta mitogénica de células mononucleares a concanavalina A,
fitohemaglutinina y fitolaca america mediante la incorporacién de timidina tritiada.

En el Cuadro 1 se presentan los resultados
obtenidos en las respuestas a mitégenos en los
individuos costarricenses sanos incluidos en
este andlisis. No se encontrd diferencias
estadisticamente significativas en las respuestas
entre hombres y mujeres (p< 0,01).

DISCUSION

Aunque el andlisis de marcadores
celulares por citofluorometria ha venido

a modificar dramaticamente el avance en este
campo, la cuantificacién de linfocitos T mediante
la formacion de rosetas con GRC puede tener
una aplicacion importante y confiable para
enumerar y purificar los linfocitos T cuando se
cuenta con recursos econémicos y técnicos muy
limitados (2, 9, 10).

Los eritrocitos de carnero forman rosetas con
todos los tipos de linfocitos T humanos en un
fendmeno inhibido por un anticuerpo monoclonal
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CUADRO 1

CUANTIFICACION DE LINFOCITOS T MEDIANTE ROSETAS
CON GRC Y RESPUESTA MITOGENICA A LECTINAS EN 92 INDIVIDUOS

COSTARRICENSES SANOS*
n %
Rosetas espontdneas con GRC 76 48+ 11
Rosetas totales con GRC 76 56+ 11
n cpm Indice
estimulacion
Respuesta basal 92 1087 + 888 36+40,1
Concanavalina A N 27315 + 20960 36,9 + 40,1
Fitohemaglutinina 92 45285 + 28685 60,4+51,4
Fitolaca americana 90 11740 + 9049 15,4+14,0

*

especifico para una glicoproteina de membrana
del linfocito denominada CD2(6). Aunque los
linfocitos T constituyen cerca de un 80% del
total de linfocitos circulantes, no es
sorprendente  que el promedio de células
formadoras de rosetas en nuestro grupo fuera
de 56% =+ 10, si consideramos las condiciones
de esta prueba en la cual muchas variables (la
pureza de la preparacién de CMN, la calidad de
los GRC, la fragilidad de las rosetas al
resuspenderlas, etc.) pueden tener influencia.
Controlando en forma adecuada esos factores,
es posible utilizar esta técnica como ayuda
diagndstica cuando no se cuente con
metodologias mas adecuadas para cuantificar
los linfocitos T.
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Todos los valores expresados como promedio + desviacién estandar.

Las pruebas de transformacion de linfocitos
tienen hoy dia un amplio espectro de
aplicaciones diagndsticas y de investigacion. En
el caso de las respuestas mitogénicas a lectinas
(Con A, PHA y PWM, particularmente), éstas
proveen informacién importante sobre los
defectos severos de las funciones
inmunolégicas en diferentes tipos de pacientes
(2, 5, 11, 12). Sin embargo, aunque la
cuantificacion de las respuestas a estos
mitégenos, usualmente llevada a cabo
mediante la incorporacion de timidina
tritiada bajo condiciones controladas, es
una prueba relativamente sencilla, existen
muchas discrepancias acerca de los
criterios  para expresar los datos y definir
los valores de referencia que ayuden a



darle validez clinica a los hallazgos de
laboratorio (2).

Los resultados del presente estudio confirman
los hallazgos de otros investigadores en cuanto
a la gran variacion individual que muestran
estos parametros (1, 7) y la necesidad de
estandarizacion. Aun asi, queda demostrado
que es posible establecer en este estudio que el
90% de las respuestas (percentil 10) estuvo por
encima de 6,2; 16,1 y 2,0 como indice de
estimulacién para Con A, PHA, PWM,
respectivamente, y que es factible tomar estos
valores como criterios de referencia validos.
Igualmente, segun se ejemplifica con los
resultados presentados en la Figura 1, la
realizacion ocasional de curvas dosis respuesta
es una ayuda importante para la estandarizacion
adecuada de las respuestas mitogénicas.

Segun ha sido descrito, el uso de indices de
estimulacién relativos (IER) (3) en las
respuestas mitogénicas permite obtener un
coeficiente de variacion menor entre donadores
normales y en pruebas seriadas. Esta
modificacion, sin embargo, implica un costo
mucho mayor de las pruebas y la necesidad de
contar con facilidades de criopreservacion no
necesariamente disponibles en todos los
laboratorios.  Aunque por la variabilidad
individual este requisito pareceria indispensable
cuando se trata de estudios de seguimiento, los
resultados de nuestro laboratorio en individuos
sanos a quienes se les practicé pruebas
seriadas durante varios afos (datos no mos-
trados), permiten establecer que la dispersion
de las respuestas expresadas como indices de
estimulacion, si bien es considerable, permite
definir puntos de corte para los criterios de
normalidad en caso de sospecha diagnoéstica de
algunas inmunodeficiencias.

En sintesis, los resultados de este estudio
permiten contar con valores de referencia para
las determinaciones de células formadoras de
rosetas con GRC y las respuestas mitogénicas a
Con A, PHA y PWM. Aunque en la rutina diaria
lo ideal seria el uso de 3 0 més controles sanos
para el célculo de respuestas relativas mas
confiables, en los laboratorios con recursos
limitados es posible evaluar estos pardmetros
incluyendo un control sano en cada serie de
pruebas y tomando en consideracion los
hallazgos aqui descritos o los valores propios de
referencia.

ABSTRACT

This paper presents the results obtained with T
cells counts using sheep red blood cell rosette
formation as well as quantification of mitogenic
responses using tritium labelled thyumidine
incorporation, in 92 healthy Costa Rican in-
dividuals used as referencie control in the
immunologic evaluation of recurrent infection
patients.

Even though, as has been described, an
important variability was found, especially in the
mitogenic tests, it was possible to define an
average of 48 + 11 and 56 + 11 for spontaneous
and total sheep red blood cell rosettes cells, re-
spectively, and to establish that 90 % of the
responses were over a stimulation index of 6,2,
16,1 and 2,0 for concanavaline A.
phytohemaglutinin  and pokeweed mitogen,
respectively.

Different aspects related to the quality control
and the standarization of procedures are also
described to conclude that these techniques can
be confidently used to support the diagnosis and
investigation of diverse clinical conditions.
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