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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 observe their behavior . According to the results its use is
not inconvenient . The utility of this method for its clinical use is stated .

RESUMEN. Se purifican linfocitos mediante la tícnica de centrifu-
gación en gradiente de densidad utilizando una solución de Verografin
al 15% . Se estudian rendimiento, viabilidad y pureza de las cílulas ob-
tenidas. Se cultivan las mismas Y se estimulan con FHA v en cultivo
mixto para observar su comportamiento . De acuerdo a los resultados
su utilización no ofrece inconvenientes . Se seÁala el aprovechamiento
del mítodo para el uso clánico .

INTRODUCCION

A partir del momento en que se demuestra el importante papel de los lin-
focitos en la respuesta inmunológica, muchos han sido los esfuerzos rea-
lizados por parte de los investigadores en obtener suspensiones de linfo-
citos viables, esencialmente libres de granulocitos y eritrocitos, partiendo
de sangre venosa . Por esta razón se han descrito numerosos mítodos,
que en sus comienzos se limitaban a la purificación de leucocitos, fun-
damentalmente por medio de la sedimentación espontñnea de linfocitos,
con la adición de agentes como la Fitohemaglutinina (FHA), el dextrñn,
el fibrinógeno, (Skoog y Beck, 1956), la metil celulosa (B6yum, 1964), que
favorecen la formación de agregados critrocitarios . Posteriormente, ba-



200

	

C. GARCIA SANTANA Y C . SILVA LEON

sñndose en la capacidad adhesiva y lagocática, caracterástica en algunos
de los elementos celulares de la sangre, se obtuvieron suspensiones de
linfocitos mñs puras . Actualmente con la tícnica de centrifugación en
gradiente de densidad, donde se han utilizado diversas soluciones de sus-
tancias como la albÑmina (Alirons v Kissnzever-Nillsen, 1968), Isopaque-
metil celulosa, Isopaque Ficoll (Bwunz, 1964, 1968), Ficoll-triosil (Harris
y Ukaejiofo, 1969, 1970) se ha logrado la obtención de suspensiones de
linfocitos con alto porcentaje de pureza .

Recientemente se ha utilizado el Verografin en la purificación de linfo-
citos por centrifugación (Babusákovñ y Medzihradsky, 1974; Babusákovñ
y cols., 1975; Babusákovñ y Novoinñ, 1975) con buenos resultados, v se
ha reportado que las suspensiones linfocitarias obtenidas con dicho mí-
todo no difieren significativamente en el grado de pureza v la viabilidad
de los linfocitos obtenidos, comparados con los purificados por el mí-
todo descrito por Boyum, (1968) aunque el rendimiento es superior, el
costo es menor y el mítodo es mucho mñs rñpido (Mallen Y Dáaz, 1975) .

Nuestro objetivo ha sido cultivar v estimular con FHA y en cultivo mixto
los linfocitos purificados por este mítodo con el propósito de observar
su comportamiento .

MATERIALES Y METODOS

Se recogieron 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 razón de 50 U/ml de sangre . Se le realizó a cada
muestra conteo leucocitario total mediante hemocitómetro v extendidos
en lñminas . Se tiÁeron con Mas Gr•nwald-Giemsa, para realizarlos conteo
diferencial .

Cinco mililitros de sangre fueron depositados sobre un volumen igual de
una solución de Verografin Spofa al 15% (gravedad especáfica 1,076-1,077) .
Se preparó un lote Ñnico para todas las muestras, y se fraccionó me-
diante centrifugación en gradiente de densidad en una centráfuga de
mesa MSE a 700 xg (tomado el radio al centro del tubo), durante 20 mi-
nutos a temperatura ambiente . La suspensión linfomonocitaria fue ex-
traáda de la interfase con una pipeta Pasteur y 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%, y con 100 U de penicilina y 100 microgramos de estreptomicina
por ml de medio. Se determinó viabilidad y el nÑmero de cílulas con el
mítodo de exclusión de tinción de Azul de Tripano y se reajustó la con-
centración a 7,5 X 10 5 cílulas vivas por mililitro. Se extendió una gota
de las cílulas purificadas mediante centrifugación y se tiÁeron las
mismas .

Para la obtención de las cílulas estimuladoras en el cultivo mixto se
siguió . l a tícnica 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 cílulas obtenidas . Se incubaron a 37C
durante 30 minutos . Se lavaron tres veces con PBS y una vez con medio
de cultivo. Se ajustó la concentración a 3 X los cílulas por mililitro .

Los cultivos se realizaron en tubos de vidrio de 6 X 0,8 cm de fondo
plano, donde se depositaron 3 X 10' cílulas por tubo en un volumen
de 0,4 m1 de medio de cultivo . Se estimularon con 2 microgramos de
FHA (Bacto-Phytohemagglutinin M, Difco Lab .) y para el cultivo mixto
con 6 X 10" cílulas estimuladoras, cada uno tenáa sus propios controles .
Cada determinación se hizo por duplicado .

Los tubos fueron incubados a 37£C, en una atmósfera hÑmeda al 95%
de aire y 5~Ir de C0., durante 68 horas para los cultivos estimulados con
FHA y durante 6 dáas para los de cultivo mixto.

Las cílulas estimuladoras con FHA recibieron un pulso de 4 horas y al
cultivo mixto de 16 horas con 2 microCi de timidina tritiada (Methyl-H3
Thymidine, 17 microCi/mM; The Radiochernical Center, Amersham) .

El procesamiento de las cílulas despuís del pulso de timidina se siguió
de acuerdo a la tícnica descrita por Paty y Hughes, (1972), en ambos
casos. La radioactividad en los viales se contó durante un minuto en un
espectrómetro de centelleo láquido (Tracerlab), con una eficiencia de
un 40<<, medida con un standard de hexadecano tritiado (The Radiochem .
Cent ., Amersham) .

Se calcularon los ándices de transformación blñstica sobre la base de la
siguiente relación :

IT = cpm de cílulas estimuladas/cpm de cílulas no estimuladas .
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RESULTADOS

Nuestro estudio estuvo dirigido fundamentalmente hacia cuatro aspectos .
En primer lugar se determinó el rendimiento celular ; en segundo lugar
la viabilidad de las cílulas obtenidas ; en tercer lugar su pureza y por
Ñltimo la respuesta de las cílulas purificadas a la estimulación con FHA
en el cultivo mixto .
La cantidad de cílulas obtenidas osciló entre 0,8-2 X 10 6 cílulas viables
por ml de sangre original . El rendimiento linfocitario, basado en el conteo
linfocitario total de la muestra de sangre original con respecto al obte-
nido por la purificación, se encuentra predominantemente alrededor
del 25% . La viabilidad se determinó en todos los casos despuís de los
lavados de las cílulas purificadas y siempre fue superior al 97,5% .

Se contaron 200 cílulas en cada extendido y el porcentaje de linfocitos
fue de 94-96r/e, el de monocitos de 4-6%, menos del 1',; de polimorfonu-
cleares v no se encontraron eritrocitos .

Las cílulas estimuladas con FHA tuvieron un ándice promedio de trans-
formación de 18 ; y las cílulas estimuladas en cultivo mixto, tuvieron
un ándice de transformación de alrededor de 7 .

DISCUSION Y CONCLUSIONES

La cantidad de cílulas obtenidas, asá como la pureza de las suspensiones
celulares coincide con las obtenidas por Mallea y Dáaz, (1975) .

De acuerdo a la cantidad de cílulas obtenidas por ml de sangre original,
el mítodo garantiza la suficiente cantidad de cílulas para poder realizar
curvas de dosis respuesta a la FHA que facilita la identificación de
los individuos con anormalidades de la función inmunológica medida
por cílulas (Penkale y cols ., 1974), ademñs de otras estimulaciones simul-
tñneas, partiendo de poca cantidad de sangre venosa de un individuo, lo
cual cobra importancia si el estudio se desea realizar en niÁos .

En los cultivos se trabajó con un nÑmero reducido de linfocitos, ya que
ofrece mayor utilidad para el uso clánico (Yamamura, 1973) .

Como se puede apreciar las suspensiones celulares purificadas por el
mítodo de centrifugación en gradiente de densidad utilizando el Vero-
grafin no ofrecen inconvenientes con respecto a rendimiento, viabilidad
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y la pureza de las mismas, asá como en su comportamiento en los cultivos
con estimulación con FHA v en el cultivo mixto .
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