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ABSTRACT. A gradient of density by centrifugation and a 15% Vero-
grafin solution have been used to purify lymphocytes. Yield, viability
and purity of the cells have been studied. Such cells have also been
cultivated and stimulated with PHA and also cultivated in a mixed
culture to ohserve their hehavior. According to the results its use is
not inconvenient. The utility of this method for its clinical use is stated.

RESUMEN. Se¢ purifican linfocitoes mediante Ta técnica de centrifu-
gacion en gradiente de densidad utilizando una solucién de Verografin
al 15%. Se¢ estudian rendimiento, viabilidad v pureza de las células ob-
tenidas. Se cultivan las mismas v se cstimulan con FHA v en cultivo
mixto para ohservar su comportamiento, De acuerdo a los resultados
su utilizacion no ofrece inconvenientes. Se sefiala el aprovechamiento
del método para el uso clinico.

INTRODUCCION

A partir del momento en que se demuestra el importante papel de los lin-
focitos en la respuesta inmunologica, muchos han sido los esfuerzos rea-
lizados por parte de los investigadores en obtener suspensiones de linfo-
citos viables, esencialmente libres dc granulocitos y eritrocitos, partiendo
de sangre venosa. Por esta razon se han descrito numerosos métodos,
que en sus comienzos se limitaban a la purificacion de leucocitos, fun-
damentalmente por medio de la sedimentacion espontanea de linfocitos,
con la adicidén de agentes como la Fitohemaglutinina {FHA), ¢l dextran,
el fibrindgeno, (Skoog v Beck, 1956), la metil celulosa (Béyum, 1964), que
favorecen la formacidn de agregados eritrocitarios. Posteriormente, ba-
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sandose en la capacidad adhesiva v lagocitica, caracteristica en algunos
de los elementos cclulares de la sangre, se obtuvicron suspensiones de
linfocitos mas puras. Actualmente con la técnica de centrifueacion en
gradiente de densidad, donde se han utilizado diversas soluciones de sus-
tancias como la albiimina (Akrons v Kissmever-Nillsen, 1968), Isopaque-
metil celulosa, Isopaque Ficoll (Bédyum, 1964, 1968), Ficoll-triosil (Harris
v Ukaejiofo, 1969, 1970) se ha logrado la obtencidn de suspensiones de
linfocitos con alto porcentaje de purcza.

Recientemente se ha utilizado ¢l Verografin en la purificacion de linfo-
citos por centrilugacién (Babusikovd v Medzihradsky, 1974; Babusikovd
v cols., 1975; Babusikovd v Novoind, 1975) con buenos resultados, v se
ha reportado que las suspensiones linfocitarias obtcnidas con dicho mé-
todo no difieren significativamente en e! grade de pureza v la viabilidad
de los linfocitos obtenidos, comparados con los purificados por el mé-
todo descrito por Boyum, (71968) aunque cl rendimiento es superior, cl
costo es menor v ¢l método ¢s mucho mas rapido (Mallea v Diaz, 1975).

Nuestro objetivo ha sido cultivar y estimular con FHA v en cultivo mixto
los linfocitos purificados por este método con ¢l propésito de observar
su comporiamiento.

MATERIALES Y METODOS

Se recogicron 5 muestras de 5 ml de sangre venosa de donantes de Banco
de Sangre en tubos siliconados con tapa de rosca, heparinizados (Lique-
mine Roche, ROCHE) a razén de 50 U/ml de sangre. Se le realizé a cada
muestra conteo leucocitario total mediante hemocitémetro v extendidos
en laminas. Se tifieron con May Gritnwald-Giemsa, para realizarlzs conteo
diferencial.

Cinco mililitros de sangre fueron depositados sobre un volumen igual de
una solucién de Verografin Spofa al 159 (gravedad especifica 1 076-1,077).
Se preparé un lote tnico para todas las muestras, vy se fraccions me-
diante centrifugacion cn gradiente de densidad en una centrifuga de
mesa MSE a 700 xg (tomado el radio al centro dzl tubo), durante 20 mi-
nutos a temperatura ambiente. La suspension linformonocitaria fue ex-
traida de la interfase con una pipeta Pasteur vy fue lavada dos veces, en
medio de salina tamponada con fosfato pH 7.2 (PBS) v una vez en medio
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de cultivo Parker suplementado con una mezcla de suero humano AB
al 20%, v con 100 U de penicilina v 100 microgramos de estreptomicina
por ml de medio. Se determind viabilidad v el numero de células con el
método de exclusion de tincién de Azul de Tripano v se reajusté la con-
centracién a 7,5 X 10° c¢élulas vivas por mililitro. Se extendié una gota
de las células purificadas mediante centrifugacion y se tifieron ias
IMismas.

Para la obtencién de las células estimuladoras en el cultivo mixto se
siguid . la técnica antes descrita, pero partiendo de 10 ml de sangre ve-
nosa. Se le agregaron 25 microlitros de Mitomicina-C (Mitomycin-C,
Sigma Chem. Co.) por cada 107 células obtenidas. Se incubaron a 37°C
durante 30 minutos. Sc lavaron tres veces con PBS v una vez con medio
de cultivo. Se ajustd la concentracion a 3 X 10° células por mililitro.

Los cultivos se realizaron en tubos de vidrio de 6 < 0,8 cm de fondo
plano, donde se depositaron 3 X 10° células por tubo en un volumen
de 0,4 ml de medio de cultivo. Se estimularon con 2 microgramos de
FHA (Bacto-Phytohemagglutinin M, Difco Lab.) v para el cultivo mixto
con 6 X 10° células estimuladoras, cada uno tenia sus propios controles.
Cada determinacién se hizo por duplicado,

Los tubos fueron incubados a 37°C, en una atmdsfera hameda al 95%
de aire v 3% de COy, durante 68 horas para los cultivos cstimulados con
FHA v durante 6 dias para los dc cultive mixio.

Las células estimuladoras con FHA recibieron un pulso de 4 horas y al
cultivo mixto de 16 horas con 2 microCi de timidina tritiada (Methyl-H?
Thymidine, 17 microCi/mM; The Radiochemical Center, Amersham).

El proccsamiento de las células después del pulso de timidina sc siguio
de acucrdo a la técnica descrita por Paty y Hughes, (1972), en ambos
casos. La radioactividad en Tos viales se contd durante un minuto en un
espectrometro de centelleo liquido (Tracerlab), con una eficiencia de
un 40%, medida con un standard de hexadecano tritiado (The Radiochem.
Cent., Amersham).

Se calcularon los indices de transformacion blastica sobre la base de la
siguiente relacion:

IT =. cpm de ¢élulas estimuladas/cpm de células no estimuladas.
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RESULTADOS

Nuestro estudio estuvo dirigido fundamentalmente hacia cuatro aspectos.
En primer lugar se determiné el rendimiento cclular; en segundo lugar
la viabilidad de las células obtenidas; en tercer lugar su pureza y por
ultimo la respuesta de las células purificadas a la estimulacion con FHA
en el cultivo mixto.

La cantidad de células obtenidas oscilo entre 0,8-2 % 10° células viables
por m! de sangre original. El rendimiento linfocitario, basado en el conteo
linfocitario total de la muestira de sangre original con respecto al obte-
nido por la purificacion, sc encuentra predominantementc alrededor
del 25%. La viabilidad se determiné en todos los casos después de los
lavados de las células purificadas v siempre fue superior al 97,5%.

Se contaron 200 células en cada extendido y el porcentaje de linfocitos
fue de 94-96%, el de monocitos de 4-6%, menos del 17 de polimorfonu-
cleares v no se encontraron eritrocitos.

Las células estimuladas con FHA tuvieron un indice promedio de trans-
formacion de 18; y las células estimuladas en cultivo mixto, tuvieron
un indice de transformacion de alrededor de 7.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

La cantidad de células obtenidas, asi como la pureza de las suspensiones
celulares coincide con las obtenidas por Mallea v Diaz, (1975).

De acuerdo a la cantidad de c¢lulas obtenidas por ml de sangre original,
el método garantiza la suficiente cantidad de células para poder realizar
curvas de dosis respuesta a la FHA que facilita la identificacion de
los individuos con anormalidades de la funcién inmunolégica medida
por células (Penhale y cols., 1974), ademas de otras estimulaciones simul-
tdneas, partiendo de poca cantidad de sangre venosa de un individuo, lo
cual cobra importancia si el estudio se desea realizar en nifos.

En los cultivos se trabajé con un numero reducido de linfocitos, va que
ofrece mayor utilidad para el uso clinico (Yamamura, 1973).

Como se puede apreciar las suspensiones celulares purificadas por cl
método de centrifugacion en gradiente de densidad utilizando el Vero-
grafin no ofrecen inconvenientes con respecto a rendimiento, viabilidad
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v la pureza de las mismas, asi como en su comportamiento en los cultivos
con estimulacion con FHA vy en ¢l cultivo mixto.
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