SEPARACION DE LINFOCITOS B
EN SANGRE PERIFERICA
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Empleamos los métodos de inmunofluores-
cencia e inmunoperoxidasa indirectas utilizan-
do antisueros contra IgA, IgG e IgM, para
detectar linfocitos B en sangre periférica. Los
linfocitos se aislaron por un gradiente de den-
sidad obtenido con Ficoll tipo F-P. Se discute
ademds la aplicacion de esta metodologia en
el diagndstico diferencial de enfermedades
neopldsicas del sistema linfoide y otras enti-
dades.

INTRODUCCION

La presencia de IgA, IgG e IgM en la super-
ficie de la membrana citoplasmatica de los
linfocitos B, ha llevado a su identificacion
especifica y correlacion en los mecanismos
inmunoldgicos mediados por este tipo de célu-
las (1).

Funcionalmente son conocidas dos pobla-
ciones diferentes de linfocitos: los B derivados
de la Bursa de Fabricio en las aves y de la mé-
dula o6sea en los mamiferos, asociados con la
inmunidad humoral; y los T derivados de la
médula 6sea, modificados en el timo y respon-
sables de la inmunidad celular (2).

Los dos tipos de linfocitos se diferencian
por la presencia de una serie de antigenos de
superficie (Tabla 1) (3), propiedades biologi-
cas (Tabla 2) (4) y frecuencia de distribucion
en el organismo (Tabla 3) (5).

El desarrollo de técnicas aplicables al estu-
dio de los linfocitos.,ha sido de gran utilidad
en el diagndstico de numerosas enfermedades
de los humanos; tales como los neoplasmas
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Tabla 1. Presencia de antigenos de superficie
en linfoeitos T y B en los humanos

Antigenos de superficie

Linfocitos T

Linfocitos B

Cadenas Kappa 'y
Lambda

Cadenas U ¥ )

Cadenas 7Y -
Cadenas ¢ -
Receptores F¢ -(<5%)
Receptores C3 (< 5%
Receptores nativos

para eritrocitos

de oveja + (> 80%)
Antigenos T +(< 90%)
Receptores de Receptores
Antigenos Inciertos

+( 10-15%)

+( 5 8%
+(0.02- 1%)
+( 0.2 1%)
+( 10-15%)
+( 612%)
(< - 1%
(< -1
Abundantes

Receptores
1gs*

* Inmunoglobulinas (IgG, IgA, 1gM).

Tabla 2. Propiedades bioldgicas de los

linfoeitos T 'y B én los humanos

Propiedades biologicas

Linfocitos T

Linfocitos B

Funciones:

Secrecion de anticuerpos
Ayudadora o transportadora
Célula efectora para
inmunidad celular
Respuesta mitogénica:
Concanavalina A (Con A)
Fitohemaglutinina (PHA)
Susceptivilidad a la
inactivacion por:

Rayos X
Corticosteroides

Suero anti-linfocitico

No -
Si

Si

++ 4+t

* En linfocitos grandes v células plasmaticas.



Administrador
Line


Tabla 3 Distribucién y frecuencia
de linfocitos Ty B en los humanos

Distribucion Linfocitos T Linfocitos B

Ganglios Areas Areas foliculares

Linfaticos interfoliculares y cordones
para-corticales medulares

Bazo Regibén Nodulos linfoides

periarteriolar de la pulpa blanca
y cordones de

la pulpa roja

Frecuencia aproximada

Sangre . 85% 15%

Linfa 90% 10%
Linfo-Nédulos 85% 15%

Bazo 65% 35%
Medula Osea Pocos Abundantes
Timo Abundantes Raros

del sistema linfoide (6), enfermedades media-
das inmunoldgicamente (7), enfermedades in-
fecciosas (8) y granulomatosas (9).

El propdsito del presente estudio es la iden-
tificacion de linfocitos B en sangre periférica a
partir de la deteccion de inmunoglobulinas
localizadas en la membrana citoplasmatica,
mediante la aplicacion de los métodos de in-
munofluorescencia e inmunoperoxidasa indi-
rectas y ademas discutir la importancia de los
hallazgos inmunocitoquimicos en el diagnos-
tico diferencial de enfermedades relacionadas
con este tipo de células.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de Linfocitos: Se aislaron linfo-
citos a partir de sangre periférica, utilizando
el método de Middleditch et al. (10). A 10 ml.
de sangre venosa heparinizada se agregaron 14
ml. de solucién tamponada de fosfatos (PBS)
pH 7.4. Ocho ml. de la anterior solucion se
afiadierén sobre 3 ml. de Ficoll tipo F-P (No.
F 8628, Sigma Co., St. Louis Mo., EUA) y se
centrifugaron durante 30 minutos a 400 r.p.m.
La interfase opaca resultante, que contiene los
linfocitos se separé con pipeta Pasteur y se
tratdo con 10 ml. de cloruro de amonio 0.87%,
durante 5 minutos, con el objeto de lisar los
globulos rojos contaminantes. Posteriormente
la solucién se centrifugd a 250 r.p.m. durante
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10 minutos. El precipitado obtenido se lavd y
centrifugd por 3 veces con 5 ml. de PBS. Fi-
nalmente el precipitado se suspendié en 0,2
ml. de PBS y se colocod en gota gruesa sobre
laminas portaobjetos, dejandolas secar a tem-
peratura ambiente. Previa realizacion de la
reaccién inmunoldgica, las laminas se fijaron
en metanol absoluto durante 30 minutos.

Identificacién Inniunocitoquimica de Lin-
focitos B: En la reaccion de inmunofluores-
cencia indirecta (11) se utilizaron los siguien-
tes antisueros consecutivamente: suero de
conejo anti-inmunoglobulinas humanas A, G y
M, fracciones Fab (Miles Yeda Ltd., Israel) y
suero de cabra anti-IgG de conejo, conjugado
a fluoresceina (Calbiochem-Behring Corp. La
Jolla Ca. EUA). Las laminas se montaron en
glicerol y se estudiaron por microscopia de
fluorescencia.

La reaccion de inmunoperoxidasa indirecta
(12) se realizdé segun procedimiento descrito
por Escovar et al. (13) utilizando los siguien-
tes antisueros: suero de conejo anti-inmuno-
globulinas humanas A, G y M, fracciones Fab
(Miles Yeda Ltd.) y suero de cabra anti-IgG de
conejo, conjugado a peroxidasa (Cappel Lab,
Pa. EUA). La reaccion cromdgena se desarro-
116 con 3.3'diaminobenzidinay H.0, al 0.1%.
Las laminas fueron contrastadas con hema-
toxilina de Harris, montadas en Entallan y
leidas por microscopia de luz.

Los extendidos de linfocitos se incubaron
con los antisueros primarios durante 24 horas
a 4°C y con los secundarios, 30 minutos a
37°C. Se utilizaron controles negativos de la
inmunorreaccion mediante sustitucion del
antisuero primario por PBS. Tanto en la técni-
ca de inmunofluorescencia como en la de in-
munoperoxidasa se verifico un recuento de 50
campos para el hallazgo de linfocitos inmuno-
rreactivos. Las fotografias fueron tomadas
con pelicula Kodak-color II, cl35-36, ASA
400.

RESULTADOS
Los linfocitos B inmunorreactivos exhibie-
ron un halo periférico fluorescente a nivel de
la membrana citoplasmatica, en el sitio de
deteccion de las inmunoglobulinas G, A 'y M.
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La reaccién positiva contrastaba con el nucleo
oscuro y no reactivo. En algunas células se
notd un engrosamiento de la parte inmuno-
rreactiva localizado hacia uno de los polos, a
manera de un casquete. En la Figura 1, se
aprecian linfocitos B positivos en el método
de inmunofluorescencia indirecta.

En la prueba de inmunoperoxidasa indirec-
ta, los linfocitos inmunorreactivos presenta-
ron un precipitado color café oscuro a nivel
de la membrana citoplasmatica. El nucleo no
reactivo aparecia contrastado de color azul
palido con el uso de la hematoxilina de Harris.
La Figura 2, ilustra estos hallazgos.

El recuento de 50 campos en ambas prue-
bas revelé una poblacién promedio de linfoci-
tos B del 10 al 15% sobre la poblacidn total de
células por campos analizados. Los resultados
negativos obtenidos en los controles compro-
baron la monoespecificidad de los antisueros
utilizados.

Algunas células con morfologia similar a la
de los leucocitos polimorfonucleares (PMN)
fueron también observadas en la prueba de
inmunofluorescencia.

DISCUSION

Desde cuando Coons en 1950 (14) y Ortega
y Mellors en 1957 (15) aplicaron los métodos
de inmunofluorescencia en la demostracién de
linfocitos, la presencia de inmunoglobulinas
en los linfocitos B ha sido un hallazgo promi-
sorio para clarificar procesos concernientes a
la inmunidad humoral y celular. Desafortuna-
damente las técnicas utilizables en la separa-
cion de los linfocitos y los métodos empleados
en la deteccion de receptores de membrana
han presentado muchas limitaciones.

En nuestra experiencia, la separacion de
linfocitos de sangre periférica por el método
de Ficoll tipo F-P, proporcioné un numero
adecuado de los mismos para el estudio de re-
ceptores de membrana. Los métodos de inmu-
nofluorescencia e inmunoperoxidasa indirec-
tas demostraron un alto grado de sensibilidad
y especificidad en la deteccion de IgG, IgA e
IgM en la membrana citoplasmatica de los
linfocitos B. El porcentaje de los linfocitos
inmunorreactivos en ambas pruebas fue com-
parable a lo informado por otros autores (10,
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Figura 1. Reaccion de inmunofluorescencia positiva en la
deteccion de IgG, IgA, IgM presentes en la membrana cito-
plasmdtica de linfocitos B. Notese el niicleo oscuro y no redc-
tivo. Aumento 1000 X,

Figura 2. Linfocitos B inmunorreactivos en la prueba de pe-
roxidasa indirecta aplicada en la deteccidon de IgG, IgA, IgM.
La reaccién se caracteriza por un precipitado café localizado
en l2 membrana citoplasmdtica. El niicleo aparece azul con-
trastado con hematoxilina, Aumento de 1000 X,



Figura 3, Reaccidén negativa de inmunoperoxidasa mediante
sustitucién del antisuero primario por TBS. Aumento 1000 X.

16). El uso de antisueros conformados por
fracciones Fab asegurd la deteccidn especifica
de linfocitos B, pues es conocido que los mo-
nocitos y las células T activadas pueden reac-
cionar con las inmunoglobulinas totales via
receptores Fc.

La aplicacién de la reacciéon de inmunope-
roxidasa facilitdo el analisis minucioso de la
morfologia celular por microscopia de luz.
Las células cuya morfologia semejaba la de los
PMN fueron interpretadas como linfocitos en
los cuales las inmunoglobulinas superficiales
se agrupaban formando "casquetes". Esta in-
terpretacion se hizo con base en: 1. Los resul-
tados del método de inmunoperoxidasa en
donde no se observaron leucocitos PMN, posi-
tivos y 2. Los estudios de Unanue et al. (17) y
Nicolson (18) quienes reportaron que las célu-
las linfoides presentan inmunoglobulinas su-
perficiales que pueden estar distribuidas en
forma "dispersa", "agrupadas en parches" o
en '"casquetes" en la membrana citoplas-
matica.

Aplicacién clinica del hallazgo de linfocitos
B en diferentes patologias:

A- Neoplasias del Tejido Linfoide: La clasi-
ficacion de varias subpoblaciones de linfocitos
con base en el hallazgo de receptores superfi-
ciales de la membrana celular y sus propieda-
des bioldgicas, ha permitido relacionarlos con
diferentes patologias. Las neoplasias del tejido
linfoide han sido objeto de numerosas investi-
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gaciones inmunoldgicas (19-25). Algunas de
ellas han usado técnicas de formacion de rose-
tas, receptores para determinados componen-
tes del complemento, receptores de la porcidn
Fc de las inmunoglobulinas y mas reciente-
mente, anticuerpos anti-inmunoglobulinas
superficiales.

En el caso de los linfomas y leucemias lin-
fociticas se ha demostrado que la gran mayo-
ria de los pacientes tienen una proliferacion
monoclonal de linfocitos B (26). Por esta
razén su identificacidon en sangre periférica o
en tejidos neoplasicos, mediante métodos in-
munocitoquimicos, ayuda en su diagndstico.

Varios grupos de investigadores han demos-
trado que la leucemia linfocitica aguda de
células B es de mayor incidencia (75%) pero
de mejor prondstico que la de las células T.
Resultados como estos, han permitido desa-
rrollar varios esquemas de clasificacion de
estas neoplasias (27) lo cual es un aporte im-
portante para definir el diagnostico y estable-
cer la terapia adecuada en cada caso.

También se ha demostrado que los linfocitos
B proliferan en otros tipos de enfermedades
(25) como el linfoma de Burkitt, la macroglo-
bulinemia de Waldewstrom, los linfosarcomas
infantiles y los linfomas nodulares. El mielo-
ma multiple es otra neoplasia de tipo B, pero
curiosamente se caracteriza por la ausencia de
receptores superficiales.

B- Inmunodeficiencias:  Obviamente  casos
como el Sindrome de Di George (ausencia
congénita del timo) y la agamaglobulinemia
congénita, pueden ser detectados facilmente
por la ausencia completa de células T y B, res-
pectivamente.

C-Enfermedad autoinmune: El mecanismo
de accion de los linfocitos B y T en la enfer-
medad autoinmune aun no ha sido dilucidado
completamente. Se ha demostrado que la
hiperactividad humoral, en el caso del Lupus
Eritematoso Sistémico, es debida a una dismi-
nuciéon en el numero de linfocitos T y a una
hipofuncién de las células T supresoras. Sin
embargo, algunas publicaciones sustentan que
el mecanismo fisiopatoldégico de las enferme-
dades autoinmunes es mucho méas complejo
que una simple disfuncion de las células T
supresoras (28).
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Finalmente es necesario afirmar que el estu-
dio de los linfocitos T y B ha abierto amplias
perspectivas para la comprensién de algunas
enfermedades. Actualmente el uso de anti-
cuerpos monoclonales dirigidos contra recep-
tores de membranas en ambos tipos de linfo-
citos, permite la deteccion especifica de los
mismos en neoplasias del tejido linfoide (29).
Sin embargo, antes de introducir las técnicas
inmunocitoquimicas, como examenes de ruti-
na en los laboratorios clinicos, es conveniente
hallar una mayor evidencia de tipo experimen-
tal que reafirme los resultados anotados.

SUMMARY

The percentage of peripheral blood B-Lym-
phocytes was enumerated by the presence on
their surface of readily detectable immunoglo-
bulin, an established marker for such cells. In
this study, surface immunoglobulin was detec-
ted by 2 technics: Indirect immunofluores-
cence and Immunoperoxidase.

A lymphocyte suspension, obtained on a
type F-P Ficoll gradient, was incubated with
polyvalent antihuman immunoglobulin serum
for 24 hours and with antirabbit IgG serum
for 30 minutes. A smear of this preparation
was examined for surface immunofluorescen-
ce, when the antirabbit [IgG was fluorescei-
nated, and for the typical color reaction,
when the antirabbit IgG was conjugated to
peroxidase.

By these 2 technics the mean population of
B-Lymphocytes was 10 to 15% in peripheral
human blood.

The multiple clinical applications of the
enumeration of B-Lymphocytes is discussed.
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