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RESUNEN

Se prepararon 3 diferentes heterosueros marcados con ITCP, uno espe-
cffico pars las célules linfoides B, otro para las células T y otro mis
pars las células no-T, no-B de 1la LAL.

El priser conjugado fué preparado mediamte variss inyecciones por
via intravemosa de células de LLC & um comejo; se obtuvo el suero y =se
probd su especificidad y potencia mediante ums prueba de eglutinscién;
lusgo, el suero fué absorbido com GR, higado y ceredro humancs; se vi-
lord su potemcia por inhibicide de formmcidn de rosetas EAC, EA, M, ES
y B. Después, los Ac fueron purificados y conjugados com ITCP, ¥ 2e va-
lord su potemcia mediante immumofluorescemcis directa, Su reactividad
con lap célulae linfoides mormeles fué de 0 - 9 % de células positivas,
Reaccion§ comtirs las célules de 1 de 6 pacientes (17%) com LAL-L1; con
lae de 6 de 30 (20£) com LAL-LP; com 1las de 1 de 2 (50%4) con LAL~LY;
con las de 1 d¢ 7 {14%) com LAN-N1; com las de 1 de 8 (13£) con LAM-M4;
con lag de 7 de 8 (88%) con LIC:; com las de 1 de 9 (11%) con linfoma no
Hodgkin y com las de 1 (100#) com MI. No reacciond com las células de
LAN-N2, LAN-NS, LAN-M6, LGC, LGC/CB, limfoma de Hodgkia y de Burkitt en
reniaidn, BFE, LAL ea remisidém, LCP y LCN.

Kl seguado conjugado fué preparsdo mediamte varias inyecciomes por
via subcutfémea de cerebro husamo mormal, emulaificado con igual voldmen
de adyuvante incompleto de Freusd, a um comejo; ase obtuvo el suesro y se
probd su especificidad y poteacia wmedismte inhibicién de formacilm de
rosetas B, BES, R, EA ¥ BAC; luego, el suero fué absorbido com GR, higs-
do, células de LLC y LAM-M1 lussmos; 8¢ valor$ su potencis por inhibi-
cifn de formacidm de roeetas E. Después, los Ac fueron purificados y
conjugados cos ITCP, ¥y se valorf su potencia nediante insunofluorescen-
cia directa. Su reactividad comtra las células linfoides normales fué
de 0 = 5 £ de célulans positivas. Remcciond con 1las célules de 3 de 30
pacientes (108) com LAL-L2; com les de 1 de 2 (50%) com LAL=L3; com las
con 1am de 2 de 7 {29%) com LAN-N1l; com las de 2 de 8 (25¢) com LLC ¥
con las de 1 de 9 {11%) coa linfoma mo Hodgkin. No remccionf com las



células de LAlL-L1, LAN-N2, LAN-N4, LAN-N5, LAN-R6, LGC, LGC/CB, linfoma
4o Bodgkim ¥y de Burkitt em remisida, EFE, LAL ea rTemisida, LCP, RI ¥y
LEN. 1 nfmeroc y la distribucibéa en la circulacién sangufnea, de 1las
células linfoidea que soportan 1os AZ B Yy T que recoaocem, respectiva-
mexte, los conjugados aati-linfocito B y anti-linfocito T eastuvo alte-
rado aigrificativamente em la grem mayorfs de los pacientes,

N coajugado anti-LAL fué preparsdo mediante varias inyecciomes por
via intraveaoea de células de LAL-Ll, mo-T, 20-B a um corejo; ae obtuvo
el suero ¥ ae probé su especificidad y poteacia mediante uma pruedba de
aglutimacién; luego, el suero fué absorbido com GR, células de LLC y
LAM-M4, bazo e hfgado humamom; ae valord su potemcia com otra prucba de
aglutinacién. Despuds, los Ac fueron purificados y comjugadoas con IICF,
J 8¢ valorS su poteacia por imaunofluorescemcia directa. Su reactividad
comtra las células linfoides mormales fuf de O - 2 X de cédlulaa positi-
vas. Reaccioné coa las cflulas de S de 6 pacieatea {83%) coa LAL-Ll;con
1a8 de 24 de 30 (80%) com LAL-L2; com 1as de 2 (100$) com LAL-L3; con
1a8 de 3 de 7 (4%%) con LAM-M1; com la= de 1 de 8 (173%) com LAN-M4; con
las de 1 de 2 (50%) com LAR-NS; com lam de 2 de 8(25%) coa LLC; com las
de 3 de B (388) com LGC; com las de 2 de 3 (67F) com LGC/CBy com las de
1 de 9 (11£) com linfosa mo Hodgkinm; com 1laas de 1} (100%) coa EPE; con
1as de 1 (100%) com LCP y con las de 1 (100%) com LCM. No reaccion$ com
las cflulas de LAN-N2, LAN-N6, 1linfoss de Hodgkim y de Burkitt em remi-
siba, NI y LAL en remisién. 3¢ eacoatr§ em las cflulas de 6 de loa 38
pacieates (16%) com LAL,el femotipo immumolégico de LAL de células nu-
1as; on 15 (40%), el de LAL de cflula comim; en 2 (S%), o1 de LAL de
céflulas pre-B; en 9 (24%), ol de LAL de cflulas B; en 1 (3%), el de LAL
de células pre-7; en 2 (5€), o1 de LAL de cflulan T y en 3 (8%), o1 de
LAL com femotipo de c€lulas By T. El almero y diatribucién de las cé-
lulas que soportan el ASCLAL, que recomoce el cornjugado amti-LAL, fué
muy variable em las diferentes hemopatfas maligmas, indicando bifemoti-
picidad de estos padecimientos.



INTRODUCCION

LINPOCITOS
Células B y cflulas T (1,2,3,4,26).

Bl sistesa inmunoldégico del ser humano estd dividido para su eastudio
en dos mecanismos de respuesta que forman 1ls insunidad celular y la in-
sunidad husoral, E1 tipo de respuesta ha sido caracterizado por muchos
estudios y es frecuente encontrar £reas de cooperacién ¢ interrelacidn
entre ambas reacciones inmunes. La céflula sfs importante en ambas res-
puestas insunes es ¢l linfocito circulante, derivado de unsa céluls me-
dre comén en la uédula dasea,

Bn el microscopio Sptico, las dos principsles subpoblaciones 1linfo-
citarias, llamadas células B y células T, son cflulas indistinguidles,
de forma ovoide, relativamente pequefias (de 5 & 15 um de difmetro), que
contienen cromatina nuclear densamente empacada y un pequefic borde de
citoplasss que se tifie de color pflido econ los colorantes de Romanoveky.
Bl citoplasms contiens numerosos grénulos azuréfilos y vacuolas ocasio-
nales. En la sons donde se encuentra la sayorfs de los organelos cito-
plésaicos (sona de Golgi), el borde citopléemico estd engrosado.

Entre los manfferos, el conjunto de linfocitos constituye aproxima-
damente o1 1 £ del total del peso corporal; el cuerpo husano contiene
alrededor de 1012 linfocitos. Los linfocitos se encuentran en la sangre,
en la linfa y en los tejidos conectivos; los linfocitos en los tejidos
se encuentran en equilibrio dindsico con la sangre circulante. La sayor
parte de linfocitos se encuentra en el baze, ganglios linfdticos y pla-
cas de Peyer del {leon.

Las cflulas B y las cflules T son méviles y no fagocfticas, laas cum-
les se diferencfan entre of con respecto a sus viap de nsduracidn,n sus
ascromoldculas superficiales o marcadores inaunolégicoe, en sus patro-
nes circulatorios y sobre todo, en el tipo y consecuencias de sus inte-
racciones con los ant{genos (Ag), Para fines funcionales, el sistenss
linfoide puede dividirse en tres unidades principales: 1) los precurso-



res linfoides (células precursoras); 2) estirpes de células T y c€lulses
B, incluyendo subpoblaciones y 3) clonas espec{ficas de Ag.También pue-
de dividirse en linfocitos T, dependientes del timo (derivados o produ=
cidos por el timo) y linfocitos B, timoindependientes.

Los linfocitos T (timodependientes) a su paso por el timo son afec-
tados por la accién de las hormonas t{micas y son &stos (auxiliares,su-
presores y efectores) los responsables de la inmunidad celular, inclu-
yondo reacciones cutfneas de sensibilidad tardfa, actividad citotéxica
contra hongos, bacterias patégenas intracelularees y ciertos virus, asf
como en el rechazo agudo y crénico de aloinjertoms y en el desarrollo de
la inzunidad antitumoral.

los linfocitos B (precursores de las células que sintetizan y secre-
tan anticuerpos y también, de lap de mezoria) han sido caracterizados
como derivados de 1a bursa de Pabriciue de las aves, cuyo eqguivalente
no ha sido adn idemtificado en los mamfferos; considerdudose que  pro-
vienen directamsente de la médula Ssea y son los responssbles de todas
las funciones de inmunidad humoral a traves de su reproduccidn y trane-
formacidn en células plasadticas productoras de inmunoglobulinas (Ig) o
anticuerpos (Ac).

Marcadores insunoldgicos de los linfocitos B y linfocitos T.

Existe una distincidn importante entre el determinante de membrana
plasadtica, que es una macromoldcula presente sobre la zembrena de 1la
célula, descubierta mediante los mftodos de marcacidn de Ac y 1a iden-
tificacidn de tipos particulares de cflulas o de subpoblaciones; y el
receptor, que es una mucromolécula que puede ser caracterfstica de un
tipo de célula espec{fica y tiene une afinidad conocida de enlace para

un ligando espec{fico (2).

a) Inaunoglobulina de superficie (Ig3) (1,3,4).

Las células B poseen numerosas moldculas de Ig unidas & la super-
ficie de 1la membrana (alrededor de 100 000 por célula); estas wxoléd-
culag, en una céflula determinada, se hallen limitadas a un determi-



b)

c)

nado alotipo e isotipo, y probablemente, también a un dnico idioti-
po, lo que explicar{a 1a selectividad de la respuestia celular con un
Ag determinado. La IgS se refiere & ls Ig sintetizada por el 1linfo-
cito y expresada sobre la meabrana celular, en contraste a 1la Ig ab-
sorbida pasgivamente o por la via del receptor Fc mobre la superficie.
la 183 parece ser el fnico mercador que es verdaderamente espec{fi-
co para las células B en el hombre, sunque puede estar disminufda o
susente en sus vias tempranas de diferenciacién. La Ig que se ha en-
contrado con mayor frecuencia sobre los linfocitos B circulantes es
1a IgM en forsa sonomdrica, tambidn pueden existir IgD, IgG o IgA
soore las membranas de loa linfocitos; bajo algunas condiciones IgM
e IgD han sido descubiertas sobre el mismo linfocito.

Las cdlules T presentan un nimero muy inferior de Ig superficia-
les (quizds unas 1,000 veces menos, Que en las células B);aunque es-
tas moldculas son principalmente IgM, no se sabe con seguridad si se
hallan limitadas & un dnico idiotipo. Alguuos laboratorios han des-
crito a la IgS sobre lae células T mediante tdcnicas especializadas,
pero 48to no ha sido observado con el eapleo de las pruebss de inmu-
nofluorescencia; estos resultados quedan en coniroversia, puesto que
los receptores Pc para Igl e IgG de les células T, pueden explicar
lo anterior, La 1g3 es detectada con el empleo de 108 Ac anti-inmu-
noglobulfnicos conjugados a fluorocromos, radioiedtopos,peroxidese o
part{culas (esferas de polfseros).

Jnmunoglobuline intracitoplesadtics (IgIC) (4,5).

La determinacidn de 1a Igh intracitoplessftice es esencial pars
la demostracién de cdlulas con el fenotipo pre-B (I(lr.ICIC’). gren-
des células linfoides con IgM difundids en el citoplasaas.

Antfzeno Ia (4,6),

108 Ag Is son detectables serolSgicamente sobre loe linfocitos B,
nacrdfagos, un subtipo de cflulas nulas, células primordiales de 1la
néduls dmea no diferencisdas y células T periféricas activadas; lss
células T normales, pueden expresar estos Ag sobre su superficie des~
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pufs de une activacién aloantigénica o mitogénica y durante el curso
de una enfermedad injerto contra huesped.

Antfgenos t (4,7,8,9,10).

la poblacidn de linfocitos T es funcionalmente heterogdnea, con-
puesta de células antigeno remctivas, c€lulas T auxiliares, célulss
T efectoras y células T supresoras, Estas diferentes subpoblaciones
de linfocitos T pueden expresar sarcadores de superficie que varian
on calidad y/o cantided de una a otra subpoblacidn, La expreaidn de
los marcadores de superficie puede ngr afectada por el grado de ac-
tivacidn, etapa de diferenciaciés o actividad mitética de los linfo-
citos, Es razonahle epperar, que en los procesos de las enfermedades,
particularmente aquellos que envuelven 81 sistema linforeticulsr, al-
teren 1a expresién de tales marcadores de superficie.

Dos marcadores comunmente ugados para la identificacidn de loa
linfocitos T circulantes son: 1) la capacidad para formar rosetas es-
ponténeas (E) con los glébulos rojos de carnero (GRC) y 2) la reac-
tivided con el suero anti-linfocito T. Los resultados obtenidos en
la {dentificacién de las poblaciones de linfociios T mediante eastas
dos pruebas, indican que algunas cédlulas T circulantes poseen una
sola clase de receptor T. Los experinmentoe de ¥illiamg y colaborsdo-
res y de Bentwich y colaboradores, sugirieron que los timocitos po-
seen dos diferentes marcadores T, uno de loe cuales estd expresado
sobre los linfocitos de la leucemia linfecftica crénica (LLC).

Loe sueros dirigidos contra Ag de las células T huzanss, han sei-
do preparados mediante el empleo de una gran variedad de programas
de inmunizacidn, procedimientos de absorcifn y métodos de prueba;
han sido desarrollados en conejos, caballos y monos; los Ag usados,
han incluido timocitos de¢ humano y mono, sxtractos solubles de timo-
cito, c€lulas de timoma, c6lulas de cersbro, linfoblastos leucénicos
que tenfan el receptor para las rosetas E y linfocitos periféricos
de sujetos normales o pacientes con agammaglobulinemia ligada al cro-
mosona X. Todom los sueros requirieron la mbsorcidn con una gran va-
riedad de céflulap, incluyendo céluleas B alogénicas cultivadas de 1{-
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neas de células linfoblastoides, c€lules B de LLC, cflulas de nédula
dsea, gldbulos rojos (GR) o células fetales para hacerlos altamente
eapecfficos. Los estudios seroldgicos y bioqufmicos han demostrado
que estos sueros reconocen a diferentes Ag y probablemente a distin-
tas subpoblaciones de células T, Por ejeaplo, los Ac del suero hete-
rélogo desarrollado contra el Ag celular T asocimdo al cerebro, son
Ac dirigidos contra el glucolfpido asialo GHI, el cual estd nmociado
a lap célulaps de la leucemia aguda linfobldatica (LAL) de cflulas T
o nulas, pero no con otros trastornos hematolézicos o neoplariss lin-
foidea.

Algunos heteroantisueros han detectado detersinantes antigénicos
de las células T, compartidos por los timocitos, célulae T perifdri-
cas y cflulas de LAL tipo T, ¥y otros han reaccionado con un Ag que
sdlo es compartido por los timocitos y células de LAL tipo T, 3e han
eapezado & definir los Ag de diferenciacidn de lap subpodlaciones de
las células T humanae, espleando sueros heterélogos absorbidos Uni-
canente con células B autdlogas o células B mas células de diferen-
tes LAL de tipo T. Utilizando eatos reactivos se han identificado di-
ferentes subtipoa de células T, designados TR; y !B;. La sangre pe-
riférica humana normal estf coapuesta del 808 de células tﬂ; y el
20% de células rH;; las células T supresoras eon tn;. aientras que
las células T cooperadoras o auxiliares son M, Temdién, se ha des-
crito 1a obtencidn de Ac monoclonales que son reactivos con Ag de
los linfocitos T periféricos y de los tisocitos humanos, de diferen-
tes espacificidades.

Antfgeno 1 (4,11).

El Ag fue descrito originslmente aobre las células fetalea y GR
del corddn uabilical, despuds, ha sido descrito sobrc una gran va-
riedad de células no eritroides normales y malignas. Las células con
Ag 1 detectadle son: linfocitos, polimorfonucleares, monocitos, fi-
broblastos, tejido pulmonar fotal, las células HeLA y las de las su-
cosas gastrointestinales, normales o malignas,

El Ag {1 ha sido descrito sn los blastos de la leucemia aguda anie-
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g)

lobldéstica (LAM) y la LAL, también sobre los linfocitos de 18 LLC.
La cuantificacién del Ag 1 ha demostrado que se encuentra en nenor
proporcién sobre los mieloblastos que sobre los linfocitos o linfo-
blastos. Esta diferencia en los niveles del Ag i, se observa bién,
en la pruebs de citotoxicidad usando potentes alountisueros mnti-i y
puede ser dtil en la diferenciacién de 1a LAL de la LAM.

Ant{geno de diferenciaeidn B (ADB) (12).

Se ha deacrito un suero contra las cdlulas B, preparado en conejo,
que detecta un ADB sobre las células de la 1{mea linfoide B, distin-
to del Ag Ia. El ADB ge encuentra presente sobre las células pre-B,
1linfocitos B y las c€lulas plaszéticas, en l{neas 1linfoblastoides B
7 on malignidades linfoides B; pero no se ha encontrado sobre otro
tipo de células sanguiness; la calificacidn del ADB, e8 la de un Ag
celular B dnico.

Receptores Pc (RPe) (4,13).

Cuatro tipos de RPc son ahora reconocidos, uno para cada una ds
les porciones Pc de 1la IgG, IgM, IgR e IgA. Los métodos mas utiliza
don para la identificacidn de lom receptores Fc pars I1gG (RFclgG),
gson las técnicas de formacién de rosetas empleando los complzjos an=
ticuerpo-glébulos rojos humanos (AcGRH), anticuerpo-gldbulos rojon
de carnero {AcCRC), anticuerpo-glébulas rojos de povino (AcGRB) ¥
las técnicas de inmunofluorescencia, utilizando IgG humana agregada
por calor (IgGHag). La informacidn referente & los RFPcIgé indica,
que no sélo las pruebas simples son dptimas para la demostracidn de
todos los RPclgG; existe la evidencia de que los receptaores de los.
linfocitos que enlazan los complejos eritrocito-anticuerpo (EA), son
diferentes de aquellos que emlagan 1gG agregada, Las IgGHag y los
complejos ACGRB parecen tener el rango de senpibilidad mnds  awmplio
para el RFcIgG de los diferenten tipos de cdlulas.

Los complejos ACGRH y AcGRB demuestran el RFcIgG en las células T
y tienen una menor reaccidn com los linfocitos B, Sin embargo, el
RPcIgC de las células B tlene mayor avidez para la IgGHag que el de



h)

1as células T. Estos hallazgos, sugieren una heterogeneidad cualits-
tiva en la presencia del RPcIgi en las células B, con la presencia
de éste sobre las células no B. Los RFcIgC se encuentran presentes
sobre los linfocitos B, células T supresorss, la tercera poblacidn
de linfocitos, carentes de marcadoree B o T espec{ficos, en los ma-
erdfagoo y en los granulocitos.

Los receptores Pc para Igh (RFclgk), son detectados por medio de
1a prueba de formacién de rosetas con los complejos AcCRB, empleando
una IgM anti-CRB. Los RPclgh son diffciles de detectar en las célu-
las aisladas recientemente, debido a su gran avidez por las Igh
planafticas. Los RPcIgh estdn aparentemente restringidos a los 1lin.
focitos T cooperadores o auxiliares y débilmente presentes sobre una
proporcidn de linfocitos B.

La preseacia de loe RPc sobre las células linfoides y no linfoi-
des, limita el valor de la deteccién del RPc en la identif!cnci§u
celular. Adeafs, la presencia de Ac sntileucémicos sodbre la super-
ficie celular, puede inducir a resultadosz falsos positivos, Por lo
tanto, los RFc, deben ser considerados como descriptivos y no como
marcadores distintivos o discriminantes.

Receptores para complemento (RC) (4,14).

Lom linfocitos tienen doa diferentes tipos de RC, o1 RCl (detecta
C4b, C3b) y el RC2 (detecta C%d). Estos dos tipos de RC son estruc-
turalaente distintos y estda localizados sobre diferentes moléculas,
en la membrana del linfoecito,

El RCl es compartido con ics glébulos rojos, granulocitos y mono-
citos; y el RC2, sdlo con los monocitos. Los granulocitos y los ma-
créfagos tienen un tercer tipo de RC (RC3), que es diferenie al de
loa linfocitos, RC2. Los limfocitos B expresan el RCl y el RC2, mien-
tras que, en la tercera poblacién de linfocitos, e6lo es oxpreeado
el RCl. Los linfocitos T supresores y T cooperadorss no parecen ex-
presar RC sobre msu superficie, pero los RC han aido descritos sobre
algunoes linfocitoa formadores de rosetas E.

La mayor parte de los investigadores ha cnsayado para los RC, el
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uso de GRC recubiertos con Ac IgM de conejo, anti-GRC y conplemento
no 1{tico de humano o rstém. Suero fresco de ratén, deficiente en C5,
es 1a fuente de complemento (C) zés comfin para esta prueba, Es emen-

cial gque se utilice una IgN purificada para sensibilizar a los GRC,

puesto que loes GRC recubiertos com Ac de tipo IgC se puocden enlazar
a los RPc de los linfocitos. Los glébulos rojos humanos (GRH) no =e

utilizan pars preparar ensayos de eritrocito-amboceptor-complemento

(BAC) debdido & la presencia del HC1l sobre su superficie, Si se em-

plean GRC, la imcubacién es 1llevada & cabo a 37°C, para evitar 1a

formacién de rosetas B con los limfocitos T y deben incluirse, como

controles, preparaciones de rosetas E y EBA.

La estandarizaciém de loa reactivos para la prueba de formacién
de rosetas BAC es diffcil, debido a la variabilided bieldgica de lon
glébulos rojos, de las moldculas de IgM y dol C. Tambidn debido =&
que el fragmento C3b enlezado, es répidamente dsgradadc por las en-
zinas sfricas; los glébulos rojos rscubiertos con C, prsparadoa me-
diante iacubacidn con suero emtero, detectmn en forma primaria al
RC2. El1 ensayo de RC como el de RFc, es descriptivo pero no eapecf-
fico.

Receptores para glébulos rojos (RGR) (4,15,16).

Los GR de diferentes sspecies aninales se enlazan espontfneamen-
te a lop limfocitos humanos, formando rosetas, Los GR de ratdn y del
a0R0 Macaca speciosa, han mostrado adherirse a 1los 1linfocitos B;
sientras que los GRC, del wmono rhesus y de cabra, se adhieren 2 las
células T, El método de formacifn de rosetas E, com los GRC, ha sido
aceptado como una técnica para la identificacidm de los linfocitos T -
mormsales y de los linfocitos T neopldsicos. La valoracién de 1a for-
macién de rosetas E es llevadm a cabo a 4°C (E*q) y & 37eC (5’37).
debido a que alrededor del 75 % de lam LAL de tipo T, eon termoesta-
bles (ofs del 40 % de rosstap son formadas a 37°C), en comparacidn
con las termoldbiles, formmdams por los linfocitos T normales,

Rutinariamente, las rosetas con loa GR de ratén, no son empleadas
couo marcadores de 1os linfocitos B; el receptor para los GR de ra-
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tén, es comsiderado como un marcader de diferencieciém tresmsitorio,
que puede ser perdido durante la maduracidn de los linfocitos B. La
leucemis prolinfocfiica y la de células de linfosarcoma crénico son
negativas & la foraacién de rosetae com GR de ratén,

Ant{genog geocindos & 1s Jeucesia (AAL) (4,6,8,10,12,16,18,19,21).

Ls leucenis es un sfndrome proliferstivo maligno de los Srgsnos he-
metopoyéticos en la médula dses, do etiologfa desconocida y casi siem-
pre de tersinacifa fatal, el cusl se trsduce por 1la proliferacién a-
norasl de las diatintas veriedades de las células hemstopoyéticas, y oe
caracterizs por ls presencis de éstas, en sangre periférics e/o infil-
tracidn a cualquier érgano o tejido del organismo.

Los estudios de varios inveatigadores espleando sistepas de prueba
inmunoldgicos, y utilizando células y/o sueros contras las c¢élulss bife-
ticas o sus extractos, han sugerido claramente, 1la existencia de Ag de
guperficie celular asociados caracterfsticanente a las leucemias agudas,

Los linfocitos de pacientes en remisidn sufren transforuscidéa blds-
tica em cultive cuando se pomen sn contacto con cflulas leugdmices i-
nactivadas de los mismos, sugiriendo la presemcia deo Ag extraflos sobre
la superficie de las células leucémicas, Los linfocitos de faniliares
idénticos en el complejo mayor de histocompatibilidad, remccionaren em
el cultivo mixto de linfocitos contre lss células leucdmicas de pa-
rientes idénticos, pero me contra sus leucocitos norsales. Algunes 1la-
beratorioes ham informado de la presencia de nutoanticuerpos circulantes
contra las célules leucédmicas, y la presencia de 1g sobre la superficie
de 18 célula bldstica. Netzgar y colaboradores fueron capaces de de-
tectar Ig sobre ls superficie de la célula leucénmica, y la actividad de
Ac comira 108 AAL, me encontrd em los eluldos preparados a partir de
entae células. La empecificidad de los Ac eluidos para los AAL fué si-
nilar a la encontrade con un antisuero de mono.

Los antisueros contra los blastos leucémicos han sido preparados en
ratones, conejos, monos, humanos (en los pacientes que reciben inmuno-
terapia contra lae céflulas leucémicas) y por técnican somdtices de hi-
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bridacidn. los heterosueros antileucémicos y los Ac monoclonales de ra-
tén ham demostrado diferenciar lom blastos leucfricos de las células
blencas noraales, ex sangre periférica y en médula Ssea.

1as cflulas leucénicam pueden expresar Ag de superficie normales de-
masindo inmunogénices, particularmente, los Ag d» histocompatibilidad,
incluyendo los Ag Ia, de suerte que los &ninales inmunizados recomocen
entas eastructuras normales en praferencia a los Ag eapsci{ficos. los
planteamieatos para este problema han incluide una gran variedad de ea-
trategias ipaunolégicas, Baker y colaboradores desarrollaron Bueror
contra mieloblastos leucémicom em ratones hechos tolerantes, con cicls.
fosfanide, & las células an reamisidn y a las plaguetas de lon aipmos
pacientes, Greaves y colaboradores prepararon un suero contra liafo-
blastos nules leucémicos en un conejo, recubrieando los blastos inyecta-
dos com Ac de ceneje contra losz Ag normales ds las c€lulas sangufnesn
husanas. Mohanakumar y colaboradores inmunizaron e chimprncesa y a wno-
mes rhesus con células de leucemnias agudas.

Cemo 1ap absorciones com tejides normeles y células leucdsicar no
relacienadas puede ser mscesario para estos ioterssusros, el t{tule ¥
1a cantidsd de Ac puede ser limitsda, Lo inmunizacidna de los animalew
coh les Ag ebtenidoe por medio de la solubilizacidn, purificaciém y
procedimientos de extraccidm ha mejorade la espscificzidad de los sueros,

o® sueros centra los AAL han sido utilizados en la descripcidn,
aislamiento y caracterizacidn bioqufmica parcial de por lo menos % di-
foerentes AAL: o1 Ag comin aseciado a la LAL (A&CLAL), el Ag tfmico hu-
sano asocisdo a la leucemia (AgTHL) y el Ag asociade 2 la LAM (AgLAM).

A) pntfgeng comdm asociade a )& leucesjs aguda linfobléstica (AZCLAL o
CALLA, del ingles: cemmoa acute lymphoblastic leukeaia antigen) (4,
17,18,68).

Bl AgCLAL ha sido definido por haterosueros deszarrolliados ean ra&-
tones, conejos, monos y por la técnica de hibridome. Un suero contra
células de LAL, producido en un ratén t(elerante, retuve actividad
exclusiva contra 1as gélulas de LAL, deapuds de la absorcidn con cé-

lules de LAM, Un mono immunizado con células de¢ LAL rrodujo un suero
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que detectd un Ag comin a las células de LAL y LLC.

Greaves y colaboradores desarrellaron un suero enr conejo comtra
células de LAL, recubiertas con Ac de conejo amti-linfocito humano.
El suero absorbido detecté un Ag no<B, mo-T amsociado & la LAL. Este,
eiempre reacciond con ume proporcién variable de células aslignas de
los pacientes con diagnéstico de leucemia agude indiferenciada, LAL
tipo T, LAL con cromesome Filadelfia (+) y con leucemia granulocfti-
ca crénica en crisis bldstica (LGC/CB).

El Ag definide para la LAL por medie del antisuero de comejo, ha
demostrado ser un Ag de diferenciacién temprano de 1a 1fnea linfoi-
de, puento que el estudio mediante el empleo del clasificador de cé-
lules activado por fluorescencia (FPAC3), detectd sctividad antigdni-
ca en varies tejides de tipo linfoide, no leucdmicoes,

Tambidn @e ha inforsade de la produccidn de Ac moneclonales con-
tra el AZ msecimnde a 1a LAL: les cusies no reaccienaren con las cé-
lulas hematopoyfticas morsales, pero si cen 1las de la LAL comén y
con las de LGC/CB de tipo linfoide,

Experimentes de immunoprecipitecién demosirarom que les Ac anti-
IAL de cenesje e hibridoma sem reactivos con una gluceprotefna cen
un PM de 95 000 - 100 000 daltons, le que indica, que les anmtisueres
reconocen el mismo Ag.

Ant{geno tfmico humano mseciado a la lsucemia (AgTHL) (4,8,19).

e

El AgTHL ha sido defimido mediante heterosueros de mono, coneje y
por Ac monoclomales, Mediante el radioinmunoensaye (RIE), miveles e-
levados del AgTHL han sido detectades en las células leucémicas y en
el plagaa, principalmente, ea 1as cdlulam de LAL tipo T, em algumas
LAL con E-, en LAM, en leucezis sguds mielomonobldstica (LAM-M4), en
leucemis agude indiferencinda y sn LGC/CB.

Chechick y colaboradores has identificado este Ag como una iso-
enzina t{nica, la adeaosina depaminama, con un PM de 45 000 daltens,
e ha encontrado que los linfoblaatose T, tienen una mayor asctividad
de adanomine desaminasa que l1los linfoblastlos nulas, lo que es til
pare la diferenciscidn cntre estos don grupos,
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Levy y celaberaderes elaborarem Ac monsclemsles que detectam un
AgTHL, expresads preferentemente mobre las cflules T, lineas celuls-
res derivadas de la LAL tipe T y ea algusas célulap mulas de la LAL.
Em centraste, las leucemias de células B, 1as lineas linfablasteldesn
B, las cflulas mieloides mnormsles y malignas comtienen centidades
indetectables del AgTHL. L[a caracterizacidn bioguimica que e reali-
28 preliminurzente, demostrd que este Ag estd asociado a un polipfp-
tide de 28 000 daltems, indicande éste, que los Ac amti-AgTHL de co-
neje y msoneclenales pueden tener diferentes especificidades,

orfil inmunolégice para la ideatificacién de 1a (4,6,20,21).

Le LAL es une enfermedad heterogémea, definida mediente el criterie
climico, merfolégico, citequimice o immumolégice. E1 grupo Franco-Ame.
ricano-Britdaico (PAB) ha propuesto 3 subtipos de LAL {(L1,1L2,L3), basa-
des en el criterie morfolégice: tamaflie celular; cantidad, busofilia y
vacwolisacidn del citoplasass; tamafle y conterno del nfcleo y la canti-
dad y predeminmancia de aucleeles.

El diagméstice immunelégico de la LAL estf{ basade en el estudio de
los bdlastos de 1s nédule éses y/e de las célulam periféricas. La pre-
sencis de linfecitos T normales en la circulacidn, puede conducir a re-
sultades golfllctivos Ccen respscto a 18 natursleza del precese leucémi-
co. Se han deacriie 3 categorias mayeres con sigmificade clfmico: el
tipe celular me-T, no-B y las variamtes celulares T y B. La aplicacidén
de 1a diferenciacidm adiciensl y de les marcaderes funcionales he per-
aitide la subclasificacién de estes tipos; cince categoriss de LAL pue-
den ahora eer distinguides, mediante el empleo de la fenotipificaciéna
iasuneldgica de los blastos de sangre perifdrica y/o nddula ésea;

1) LAL de cdlulaes me-T, ne-B (4,6,21,22,23,24),

El 75% de los pacientes com LAL, tiemen blastos que mon negetives
a todos los narcsdores B y T tradiciomalea, La leucemia de este gru-
po, ha side gemeralmente denomimada LAL ne-T, no-B o nula ¢ LAL co-
afn, 8in ningune distincidn adicional, Algunos investigadores, pre-
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fieren subdividir la LAL no-T, me-B em LAL de célula comin (AgCLAL*)
y LAL de células nulas (AGCLAL ), baséndese en la reactivided con
los sueros amti-LAL.

Las evidencias indicam que los subgrupos me-T, me-B de 1m LAL sen
inmunoldzicamente heterogdneon y pueden expressr miltiples femoti-
pes. El perfil inmuneldgice méa frecuente es: IgS , Il+, AscLALY, B,
T~ (timocite). Algumas células ne cxpresan el Ia y el AgCLAL (IgS ,
II-, AgCLAL-, E ., T-); los pacientea con células con AgCLAL* tie-
nen um proméstice més favorable que aquellos sin €1, Alrededor de?
20% 4o las células no-T, no-B de 1: LAL coa el femoiipo Ig3 , Id+,
AgCIAL®, E=, T~ tienen IgICY y pusdon mser censidersdas cemo ILAL
pre-B, ea luger de LAL me-T, ne-B,

1es RPcIgC y RFcIgk se han detectads aebrs les linfoblastes ne-T,
ne=B, empleande CR recubiertes con uma cencentrucién nlta de Ac, Ce-
me los linfedblastes leucémices exprecan RFc sin hacer cero de sun
sarcaderes de diferenciacién, la pressncia de RFc no parece ser as-
pecf{fica para un tipo particular, inmunclégicamente, de limfoblastu
leucémice.

Se ha sugerido que las células nulas de la LAL que expresan ox-‘_
clusivamente RC, estén asecindes cem un proméstico desfaversble y a
una frecusacis mfs alta de cenplicaciones mediastinales. Reciente-
mente, los estudios de 1os pacientes cen ac* e Ia ex les linfoblas-
tes, han dezeatrado que sen similares clfnicamests 2 les pacientea
cen LAL de cflulas T (usualmente RCY ¢ Ia™) y pueden represemtar uma
LAL derivada de T, carente de receptores para GRC (ILAL pre«T). Esbar
y colabsraderes observaren que los paciemtes cen células mulas que
me cxpresaron RPc e RC, tuviersn una duracién medim de remisién ma-
yor, que aquelles, que expresareon uno u stre marcador,

La LAL de células ne-T, ro-B observada =n len adultos difiere
climica y merfeldgicamente de la LAL infamtil; lus cdélulae en les a~
dultes so» ugualaente de tipe L2 y muestran umma mensr reactividad
cen ol suero anti-AgCLAL de ceneje,



16

2) LAL de cdlules pre-7 (4).

Las enferaedades maligaas gue provienen de la diferemciacién tem-
prann de las células T, estdn caracterizadas per la susencia de re-
cepterss para GRC (8_) y per la presencia de Ag T. Pueden ¢ me ex-
presar Ag de diferenciacién normal, tales come el Ia y el AgCLAL.

La nigaificancia clinica de estas leucemiam, en el 4 - 5% de los
pacientens cen LAL y con ol femetipe a3, Ie%X, agcuar¥, &7, T ne
eatf bidn establecida. Algunes investigaderes sonm de la spinién que
les cares E', 1%, 1oy E7, 7%, Ia~ responden pebremente a la tera-
pia y etres piemsan, que la LAL pre<T se cemperta ads ceme LAL de
células ne-T, me=B.

3) LAL de cdlulas I 64.8.19).

La LAL de células T estd linitada a aquellos cases que ser jpesi-
tives al rscepter para GRC y les ASTHL @ Ag T. Les blastes muestran
rasges de células T en el 20 a 254 de les pacieates con LAL. Ia pre-
sencia de los Ag T, algumas veces, centrasta ceam la pecs capacidad
de les blastes para feramar resetas X y estas LAL pre-T han sido cem-
sideradas ser LAL de células T, sim nimguna etra distinciém adicie-
nal; eastes casos, tieaen prebablemente, el 208 de LAL derivadas de
célulam T,

El fenetipe ufs frecuente de 1las c€lulas de la LAL tipe T es:
1837, Is~, ASCLAL™, &%, 1% o AgTHL®. 1a LAL tipe T, In* no es conta,
pero ha sido repertade ecasieamalaente., El AECLAL puede ser débilaen-
te detectade, en c1 10¥ de les cases de la LAL tipe T, sumque, algu-
Res investigadores consideram que la LAL tipe T debde aser, extricta-
mente, ASCLAL . Varies reportes imdicen que las enferasdades del fe-
notipo T (E*. T+) gon a meomude RC*.

Reinherz y celaboraderes ebkservaron que les paciemtes cem [LAL
tipe T, rH’, parecen diferir en la presentacién y curse clfmico de
les que presantaren LAL tipe 2, TH;. 3axon y colnrberaderes renorta-
ren un case de LAL tipe T, cuyas cdlulas expresurea percienas de Fc
de IgM e IgC. A causa de 1la heterogeneidad en la expresién femot{pi-
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ca de las células de 1a LAL tipe T, la variabilidad clfnica emtre
loes diferentes cases de LAL de este tipe, mne es serpreadeante.
4) AL de células pre-B (4,5,23).

La LAL del femetipe celular pre-B, estd caracterizada per 1us
limfoblastes que comtienen pasgueflas cantidades de IZIC @ imdetecte-

ble IgS. Se ha reportade que estas células tienem les Ag Ia y AgCILAL,
7 pueden mamifeatar RFcIg@G y BC. Alrededer del 20% de los paciemtex
coR LAL no-T, ne-B tienea blostes cem caracter{sticas de c&€lulss
pre-B. Tambidn d&ate puede scurrir duramte la LGC/CB. Crist y cola-
beradores eugirierea que lox des tipes de LAL, el de célulss pre-B
7 el de c8lules ne=T, Re~-B, men satidades esirechamente relacionadass
de acuerde & les datos de las caractsristicas climicas y de labera-
terio,

5) LAL de células B (4).

Las LAL de células B, cemstituyea ealrededer del 2% de¢ tades los
cases de LAL, Sebrellevan meléculas de Ig8 enlazadss a 1a membrams;
sintetizan IgH memeclomal y pece e mnda de IgD. Bl fenotipe ads fre-
cueate de la LAL de células B es 1g8*, 1a*, AgciAL®, E™, 1. Lee 1g
Ia parecen estar pressates, aim excepcién, setre 1la superficie de
estes blastes. Las cflulas puedem o ne llevar, RFc o RC sebre £u mu-
perficie,

Bétedes de jamusedjagafstice (4,25,26).

Lae células pueden cer evaluadas serelégicanente, cea Tespecte & 1a
presencia ds AAL vpar varias técmicas, las cuales imcluyen la de micre-
citotexicidad depemdiente de C, el RIR, nftsdsa imnunoemzimdticos y el
adtodo de imzunefluorescencia,

Las pruebas depeandientes do C, llevam el risege de uma muerte varia-
ble inespecf{fica de laam cflulac leucémicms, por el C de cemnoje. El RIE
o8 muy sensible para 1la detecciém de Ag emlnzades a las célulam, tame
biéa puede ser aplicade para 1la dsteceién de Ag selubles circulentes
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en ol plasss. El ndftede inmuneenzimfitice puede ser tam especffice y
sonsidble ceno el RIE, ¥y tiene la veataja de requsrir equipe barate y la
utilizacién de reactives mo téxices.

La impunefluorescemcia, tenbién ea un nétedo muy sensible, ya que
el marcade con fluerecreme, proves una lecalizacién r‘pidu y precies
del sitie de la interaccidm ant{geno-anticuerpe (Ag-Ac) y ademéds, cen
el enpleo de um clasificader celular activade per fluerecsconcia puede
mejerar, sarcadamemie, la senslvilidad del emsaye, ya que detecta célu-
las reactivas em uma frecueacia de per le meses el 1%,

Antigueres (1,26,27).

El enplee de 1a immunefluerescencia ceme herramiemta imaunelégica de
diagnéetice, implica la preparacién de antisueres especf{fices, mediamte
la immunizacién experimental de animales de laberaterie, y la sfntesis
de Ac memoclemales per aedie de hibridoaaa, métede dificil de realizar
en nuecstre medie.

La iamunizeaciém experimental se lleva a cabe imyectande insunégenen
de ferma deliberada, ya sea ex la piel (per via imtradérmics e subcuté-
mea) o on el niscule; el veldmen de immunégene inyectade depende do su
irritabilided; en el case de ciertes Ag, también se¢ utilizan las vias
intraperiteneal ¢ intravensesa.

81 una célula extrafia, sea de erigem animal, bacteriame e micétice,
es intreducide en etre erganisme, dicha célula actfa come immunégens, y
es destruida es el hudsped; muches de los cemponentes de la superficie
celular o de eu nedie interae (cempeasnics del citaplesma y del mnfcles)
peseen capacidad immunegénica, Lea AZ de superficie peseen meyer capa-
c¢idad inmumogénica cuande se administran formamdo parte de una célula
imtacta, que cuande son adainistrades em feroa purificada, probebleman-
te debide & que, su preseacie em células intactas facilita lme imterac-
ciones cen las células preducteras de Ac,

La petencia ingunegénica de las pretefnas selubles, se mejers geme-
ralmaents, a4 4stap puedem persistir en les tejides duramte perfedes
prelengades, de acuerde con éste, se ha desarrellade un métede de iazu-
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nizaciéns que fmplice la adsinistrecidéa de geles, a les cusles me sdser-
ben les inmunégenes selubles; ol lente deasprendimiento del inmumégens
esirve para nmanteserle ea les tejides duramte per{edes prelengades. Es-
tes geles se dememinam adyuvantes, término que ge aplica a teda sustam-
cis que incrementa 1la respuesta ante <1 i1amundgens cem el cual se in-
yecta.

Ianunefluerescencis (1,26,27,28,29,30).

El nétede de Ac fluerescemtes cembina les métedes histegqufmicos e
inmunolégices vara lecalizar coaplejes Ag-Ac especifices, presentes en
secciones deo tejidos o preparacieaes de célules, bacterias, pretezos-
riee, o bisn, cenmpenemtes celulares ceme preteimas, hormenas y enzimasa,
con ayuda de sustancias quimicas acepladas e cenjugades a la estructura
del Ac, de ammera que se pueda estudiar pu especificidad inmunslégica,
Asf, se preparan Ac purificades que se marcan cem coleraniss {lusres-
centes -fluerecremes~ que se esplesa en la técmica descrita per Coons,
quiea introdujo =1 uso de derivades de 1la fluoresceina camo fluerscro-
mes pars lecalizar les sities em que se encusntra el Ag, ebaervanda el
cemple jo Ag-Ac al microscepie de flusrascencia.

Jes derivades de la flueresceina ques md€e se han usade cene fluora-
cremes, sen les cempuestes ea ferma de isocianate ¢ isetiocianmto,
siendo este ditimo, el que se emples actuslmemte, debjdo 2 la facilidmd
con #s conjuga a la ganmagletulima, -

Ceons y coluoboradores, em 1941, fueron los primeres en obiener re-
sultades satisfacterios al lecalizar sl pelismcdrido amoluble de neume-
cecos, en secciomes de tejides de ratén infectads, utilizamde um Ac _
conjugade com fluorescefma, Pasterisrzents, en 1358, emplearen isecia-
aato de fluorescefna pura marcar el Ac, y en =ae =iamo aflo Riggs y ce-
laboradores aintetizarom el isetiociensto de fluorescefna (ITCF) que
ege comjuga mejer m la gammsglotulina, y que se splicd a esta téenica,
graciae a Marehal y celaboradores. Geldstein, en 1960, imtroduje la cro-
matografia en celumma y ln filtracidn en gel para la purificacidn del
conjugado,
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Se ha camercializado el isfmerc Ne 1 del ITCP, gue es el 2{s adecus-
de, debide s su intensidad de fluerescemcia, su estadbilidad y capacided
de cosbinaciém cem 1a preoteins, Este cempueste presents flueresceacia
verde-smarilla e la radiaciér ultravieleta y tieme un PM de 389.4,

Cuande el fluerecrume se h&ce rescciomar cem una solucidn salcalina
de protoiln. se ferma un ealace tiecurbamida emtre el radicel SCN~ del
primers y los grupes anime libres (e-nuz) de loa aminedcides limima de
la gammsglebulina, quedsnde marcade el Ac, La experiencis indica que
sélo un 156 de les resten de lisina de la gammaglebulims se emlaza sl
fluerecreme,

Esquena de ls rescciéa (31):

0 wHo owu @
4N no
?_“_C'_c-. F C._“,.c‘ (1)
+ WeN-C-H | H—N-%-P‘l -¢-H
k s H R
Iestiecianate de Ganmaglebulinas Cen jugade

fluoresce{na

El fluorecreme es aguella sustaacia que abserbe smergfa radiante en
ferna de cuantes lumineses de una cilerta leagitud de enda, de (sl
menersa, que Al ser cxcitades aus oleciremea, ¢sies son desplazades & un
erbital de mayor emecrgfs, del gue regrasam a su pesicién erigimal, emi-
tiendo emerpgis luzinosa de mayer lomgitud de emda n 1m sdsorvide em 1u
percién visible del espectrs. La flueresceine es excitada per la lus
ultravieleta e azul, pare emitir luz verde-amarills visible, 39i 1a emi-
8ién en de corta duracién (].0-6 a ).0-9 868 para el reterme de la melé-
cula excitada al estade de repese), el pirecese se dememima Tfluorescea-
cia; pi la eaismidn es de larga duracidn, el precess se denonmine fasfe-
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resacencia,

las eustancias fluerescentes pueden ser cenjugadas ceam les Ac sina
interferir cem su easpecificidad y capecidad para cembinarse cen su Ag,
sieapre y cuamde, la seccidn de tejide e las cflulaa se preparen ade-
cuadamerte, Bl Ag puede 8er de orizes exfzemo al tejide ¢ célula {mi-
creerganismes), e bien, ser parte intrinoseca de elles, y la lecal’ -
cién del ceupleje Ag-Ac flueresceate, puede scrvir para sl diagadstice
e para establecer la pesjicién exacta de um determinade Ag.

Rétedes de la técaica de immumefluerescenmcia.

Existea cuatre mdtedes para el desarrelie de la tdemica de imaune-
fluerescencia, cadea une cen sus aplicaciemes y veatajas particulares.

1) Kftede directe (26,29,31).

Consinte on 1a reaccifn especffica de un Ac marcade cen su Ag ce-
rrespendionte. Se aplica em la busqueda ripide de Ag en ssccienes de
tejides u etra preparaciéa.

2) Rfteds imdirecte (26,28,29).

Es el nds adecuade y ceaveamicnte, 21 Ac eapec{fice pars el Ag ne
se marca, pere después de fermade el cempleje Ag-Ac ge hace reaccie=
Rar cem un cenjugade frente a la sspecie de que precede ol primer Ac.
De e&ta namera, es pesible titrabajar cen Ac ebtemides en canelp,
espec{fices para una grem variedad de AL ¥ user un séle reactive
flusrescenis, que pedria ser uwa gammaglobulima de cabra anti-—gamma-
glebulina de coneje. Si se ebsorva fluerescencia especffics, bs tie-
me evidencia imdirecta de la preseacia del Ag @ del Ac en la muestra
que se estudia,

3) Métede del cemplemente (26,29,31).

Eate métode, emplea la capacidad del Ag y el C para unirse al Ae,
El C de cebayo se lecaliza cen Ac anti-C conjugados.
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Pigura Ne 1. Técaica de immuneflueresceacia.

Nétede directe

a) Ac <+ Pluerecreme ~—p Conjugado

B) Ag + Cenjugade -~ PFluerescencia espec{fica
e) Ag + Cenmjugade w—eep No hay fluerescencia
heterélege

Métede indirecte

a) Aé/ ;nti-lg de ¢ Tiuerecrem¢e ——s Conjugade

1a especie as - anti-eapacie
les Ac de les Ac
b) Ag + Ac e (Cempleje Ag-Ac
¢) Conjugade + Cempleje ———=t Fluereaceacia
anti-eapecie Ag-Ac especifica

de les Ac

Néteds del cesplemente

a) Ae anti-C + Fluerecreas -————s (Conjugede anti-C

») Ag + Ac ¢+ C =———es Conpleje
Ag=Ac-C
¢) Compleje + Cenjugade == Flueresceacis
Ag=Ac-C antieC especifica

S —————— i —

e) Ag + Ac que se imvestiga -———+ Conpleje
2¢ marcade Ag-Ac

b) Compleje <+ Cenjugade cenmecide «———» Neo hay fluerescencia
Ag-Ae
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4) Rétede de 1a imhibicién de 1a fluorescencia (26,29,32).

Consiste em ¢l blequee de la reaccidz entre el cenjugade y el Ag
per un Ac ne ceujuzade, El métece asegura uma gran especificidad, y
ep muy usade on el dimgmdstice de infeccienes de lap vius respirate-
rimg; un Ag se hace reaccienar cem ~1 suero psespechesa de contener
Ac frente a ese Ag, para fernar ua coinieje Ag~Ac que a continuacién
se hace reacciemar cen el Ac, pere zhora cenjugade., S1 me existem Ac
en ¢l suers se ebvservard flueresceacia, mientreas que, si el gue-
re contiome Ac, ne habr€ flueresceacin, Este métede, tambiés se em-
plea para prebsr la especificidad de algumons cenjugades antes de u-
tilizarles.

Caracterfaticas de 1a tdcnica de immunefluerascencia.

1) Especificidad (26,27,28,29).

2)

El Ac flueresceate 6z uma protefna altemente espscifica y reac-
cienas s€lo cen el Ag para el que se prepard, Se utilizan aueras d=
altes t{tules, para que el cenjugade resuliante también io vsaen.

La alta sspecificidad de la técnica so debs, en paris, sl ruidade
que debe teaerse en la preparacién y purificacién de les Ac, ani co-
me, en la abeercién del conjugade cen palvo da drgenou: desecedoB com
acetona, Generalmente, se cmplea polvo da hfgado o de cerebro de rn-
tén para la absorcidn del conjugado, pero es preferible utilizar
polvo del substrato sobre el que se desarrolld, o del cual se obtuvo
el Ag, deseocado con acetona,

Jensibilidad (26,29,31,7%2).

Le seisibilidad del método direrio es muy sinilar a la de 1la
prueba d. fijacién de C, pero difiere de 1a que popeen las pruebas
de neutralizacién o hemaglutinacidn, Como no se puede medir la in~
tengidad de la fluorescencia especifica, no ea posible deterainar 1la
sencibilidad exacta del mdlodo; en 21 cunl, pe emples un exceso de

Ac marcadc, y 1a sengibilidad depende de 1n ~antidad de Ag presentc.
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Le sensibilidad del método indirecto os de cinco a diez veces na-
yor que la del directo, debido a que cada capa afladida, sc combina
como un AC con un Ag subyacente; ademda, puede hacerse semicuantita-
tivo 8i se prueban dilucionems del Ag o del Ac problema. F1 método
indirecto es muy convenicnte, cuando adlo se pueden obtener pegueilas
cantidades de muestira. Los métodos del complemento y de la inhi-
bicién de la fluorescencis, tienen una senaibilided similar a la del
ndtodo indirecto.

Rapidez (26,27,29,32).

El procedimiento de tincién y obeervacidn de fluorescencis, puede
completarse en una o dos horas, siempre y cuando se tenga la habili-
dad necesaria; por lo que la inmunofluorescencia es mfs rdpida que
las pruebas seroldgicas, el aislamiento de un virue u otras pruebas,
lo cual representa una clara ventaja, cuando es urgente un diagnde-
tico rdpido y seguro.

Requerimientos de la técnica de inmunofluoreascencisa.

1)

Ant{geno (26,27,29,31).

En cuanto a la preparacién del Ag, este proceso debe llevarse a
cabo, de mnnera que no lo enmascaro y dificulte su unién con el Ac,
o que pierda su reactividad frente a dicho Ac,

La nuestra que contiene al Ag 0 al Ac que se sanejara como Ag &
su vez, #8e trata con acetona para adherirlo firmemente al portaobje-
tons, para elinminar grasas y otrap sustancias que puedan interferir
con la reaccidn Ag-Ac, Sin eabargo, en ocasiones la fijacidn con a~
cetona puede aumentar la fluorescencimn inespec{fica, o la autoflue-
regcencia del ogaterial en estudio, por Jo que no pe sonete a epte
tratamiento., La cozcentracidn del Ag en el material, debe ser la a~
decuada para que sea detectado por esia técnica.

Los Ag pueden cer intracelulures, deniro o cerca de la superficie
colular, o extracelulares, ¥y ol modo de manipulacidn d=1 sustrato eo
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en gran pnrte} determinado por su distribucién. Para la reaccidn con
Ag intracelulares, se requiere el ncceso de los Ac especf{ficos, por
lo que las células deben ser tratadas en cortee y abiertas en las
seccionen criostfticas de tejidos; o biem, sus meambranes deben ser
averiadas para la fijecidén en seco, reulizado a partir de suspensio-
nes celulares.

Los Ag sobre 1a superficie celuler pueden ser escasos o lfbiles,
de modo que el tejido especifico, es diffcil de reconocer en las
secciones crioatdticas, en frotis y en la fijeacidn en seco; por 1lo
que 1los procedimientos de tefiido y obmervacién, son llevados a cabe
con suspensiones de células vivientes, cuya superficie celular s
mantenida integramente,

Anticuerpo (26,27,28,29,31),

El prograsa de inaunigzacién que se realiza para obtener los Ac
espec{ficos, que #e conjugaran, debe reslizarse, siempre que pea po-
sible, con el Ag libre de eustancias o componentes del tejido nor-
mal, para evitar 1la forsacidn de Ac contra éste. En todo caso, el
suero y/o 1a solucidén del conjugado deben abgorberse con preparacio~
nes del tejido o con polvo del miemo, y tambidn con otros drganos
desecados con acetona, para evitar la fluorescencia inespsc{fica o
extrafia,

El suero imsunc eepec{fico debe conicner un alto t{tulc de Ac,
para que el conjugado que' se prepare repsulte potente; los ronejos,
ovejas y cabras son los animales apropiados para cbiener aste tipo
de sueros,

El proceso de conjugacidn debe llovarse a cabo de maners que per-
mita al suerc conservar su tftulo original de Ac, 0 gue nl menos re-
sulte nmuy priximo a 1. El antisueroc pars scr ~onjugado debe estar
libre do nlb\imina,.cyﬁ-globulinaa: puento que, para combinarse can
la marca fluorescente, las inmunoglobulinas poscer menor afinidad
que lae anteriores, Adends, estas protefnss ti«ne: mayor carga nega-
tiva cuando estén conjugedas, y producen coloracidn incopec{fica por
enlace electrontiitico a protefnae bdsicas pregentes en los tejidon o



3)

4)

26

células,

Es importante que se determine con exactitud, la proporcién fluo-
rocro-o-protofnn, que debe ser 1:2 en relacidn molar, para evitar
que el Ac fluoreascente adquiera una fuerte cargae negativa, la cual,
ee incresenta, si la proporcién no es la adecuadn, Lo anterior, pro-
ducirfa la aparicidn de fluorescencia inespecffica, debido a la ad-
eorcién de las protefnas que =acompafinn al Ac empec{fico; pues la
globulina no conjugada posee carga negetiva més débil y reacciona
#ds rdpidamente que la marcada.

Juorocromo (26,29,30,31,32).

Se busca siempre que esea fécilmente conjugable y que la unidn
fluorocromo-protef{na sea estable. Aa{ mismo, que no interfiers con
la reactividad del Ac,

Una caracterfstica esencial del fluorocromo, debe ser una alta
intensided fluorescente, es decir, que emita luz de longitud de onda
diferente & 1la de radiacién de excitacién (sflo mientras exista &s-
ta), vy que tal diferencia sea lo nds grande posidle,

El ITCF abeorbe luz & una longitud de onda de 490 nm y la emite a
una longitud de onda de 520 nm, la cual es visible en la regién
verde-amarilla del eapectro, al microscopio de fluorescencia. El co~
lor fluorescente, rara vez es encontrado <n los tejidos de mamf{feros
como autofluorescencia, y de esta forma, es rdpidamente diferenciado
de la autofluorescencia asul, a menudo observada en los sustratos.
El isémero No 1 del ITCP es el preferido, debido a su alta densidad
éptica y emimién de fluoreecencia.

Condiciones de reaccidn (26,29,32,33).

Se debe establecer la dilueidn Sptimm operante o tftulo de traba-
Jo del conjugado, lo cual gse doterzina realizando diluciones seria-
das del conjugado, y ccaparando lors resulimdos con los de un Ag o un
Ac eptandarizados; debe controlarge el tiempo, la temperatura y 1la
humednd a las cunles se lleva a cuvo la reaccidn, asf{ como el pH de

la solucién spsalina aaortiguadora, tanto para diluir el suero y el
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conjugado, €omo. pérn laVér Lé‘”ﬁreﬁé;géibhpé"y iéffdfmd‘én ‘que de-

ben realizarse estos lavauos

El alargamiento del tiempo de aplicacidn del conjugado 8 las pre-
paraciones, puede aumentar el teﬁido ineapecff1co, por lo que, como
ya se menciond antes, se debe couorclar.

Controles (26,29,31,32).

Los controles sirven para diferenciar la Iluoreacencia atribuible
a la reaccién inmunoldgica eepecxfica do la reacencia Lnespecfﬁ
fica, la autofluorescencia y de la fluorescenci

ble o extrafla.

,5pec1fica {ndeaeca-

Ee importante incluir en la preparacidn ¥y obaervacxdn, controles
positivos y negativos, para poder establecer a{ una ‘imagen fluores-
cente ez ¢l resultado de la localizacidn espec{fica del Ac conjugo=
do & su Ag. R

Un primer control, serfa una seccidén de la‘muestra en cgtudio sin
reaccionar con el conjugado: otro control, la mueatra tratada con
suero o globulina homélogos, sin conjugar; otro, ser{s un Ag heterd-
logo tratado con el conjugado, ¥ un cuarto contrul, serfa el use de
un suero conjugado inespec{fico contra el Ag en cuecstidn. También,
debe correrse un testigo positivo, que congisiirfa de una muestra
antigénica tratada con un conjugado, de ser pomible eatandarizado,

Observacidn (26,29,32).

Para la observacidn de la fluorescencia al microscopic, la elec«
cidén de la fuente de luz, el sistema de iluminacidn y la comtinacidn
de lon filtros, eon lose principales factores en la determinacién de
la ceneibilidad de la inmunofluorescancia.

Se utiliza unu fuente de luz ullravioleta, gue puede zer una lém-
para de vapor dv anercurio de alta pronifn, gue roquiere de  cierton
cuidados «specinles para su eapleo, o una ldnpara de haldgeno, quo
e8 nfs scncilla de manejar. La 1dmparn de vapor de mercurio a alta
presx&n &g utilizadn, e¢s la denouinada HBO-200 y de halfreno es 1la
de Iodo-cuarzo,
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La longitud de onda deeenda ‘8e obtiene mediante los filtros ade-
cuados.. Los filtros utilizados aon._el filtro de excitacién BG-12,
f1ltros 0G=1 o de 5,0 nm y filtro GG 9._V

Aotualmente. el sistema de iluminacidn nde utilizado, es el sis-
tema de epiiluminac16n,‘introducido por Ploem, el cual emplea un i-
luainador vert~ca1 y un espejo dicroico., En este sisteaa, el haz lu-
minoso excitatorio 88 enfocado ‘directamente sobre la muestra a tra-
vés de la lente del objet1vo. La luz fluorescente emitida & partir
de la muestira epxllumxnadn, es transmitida al ojo a través del espe-
jo dicroico; un’espejo dicroico permite el paso de 1a luz de longi-
tud de onda seleccionada en una direccién a través del espejo, pero
en la direccién opueata,

La fluorescencis puede combinaree con 1la luz transmitida, para el
exfnen por contraste de feses de las muestras, permitiendo una mejor
definicién de la morfologfa y la fluorescencia,

ElL sistema de filiros intercambiables, permite un exemen rdépido
de la muestra a diferentes longitudes de onda, para el teflido doble
con distintos fluorocromos, por ejemplo, rojo y verde (rodamins y
fluoresceina, respectivamente), da por resultado una sensibilidad
nayor para el examen de fluoreacencia en la membrana celular de los
linfoed tos,

Interpretacidn de la fluorescencia (26,27,28,29),

Existen varios probleaus t{picos en la técnics de inmunofluores-
cencia, que es necesario conocer para evitar confusiones y resulta-
dos falsos. Estos problemas son ls autofluorescencia, la fluorescea-
cin enpec{fica 1ndsgoabdle o extrafta, y la fluorescencia inespec{fics.

La autoflucrescencia, es la que presenta Ja nuestra on cotidio
por 8i uisza, &l recibir la radiacién ultravioletm. Puede ser blarnca
0 azul-violeta, y ee distingue fdcilmente de la fluorescencia espe-
c{fica, que es vorde-amarilla, La autofluorescencia gse incrementa
por la fijacién con formslina y la inclusidn en parafina,

La fluorcacencim espec{fica indescuilec o vx:rofia se produce cuan=
do ol lnmundgeno que me eampled fué impuro, debido a 1la presencim de
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protefnas o de otroe Ag heterolégos, que indujeron la produccidén de
Ac que no pueden eliminarse dsl suero y/o conjugado con la absorcidén
de tejidos noramles.

La fluorescencia ineepec{fica puede deberse al fluorocromo mismo,
a 1a alta concentracién del conjugadc o al exeeso de fluorocromo sin
conjugar: se ha observado que so produce en menor proporeidén com el
isotiocianato que con el isocianato de fluoresceina,

Tembién la fluorescencia inespec{fiea puede producirse debido a
1a fuerte cargas negaiiva del Ae, u le fijscifn de la muesira y a ia
depecacisn de la proparacidn durente la reaccidn, 10 gque favorece la
formacidn de cristales fluorescentes. La poeibilidad de que se ' pra~
sente eate probleam, disainuyc cuando se controlan las concentrecio-
nes de protefna y fluorocromo, 21 liempo, la tempersiura y las demés
variablos que puedan Influir eu 1+ reaccidn, as{ como, llevar a cabo
una apropiade purificacidn del conjugado.

Para que la observacién de la fluorescencia se tome como enpecf-
fiea, deben tomarse en cuenta las imagones resultantes de los testi-
&os poslitivo y negativo, la mancra en que se manejaron las prepara-
cliones, y 8i el cxamen de fluorcecencisa al microscopio hn gido co-
rrecto.

Tanbidén o8 necesarin recorder que la intensidad de la f{luores-
cencin depende de la cantidad de Ag presente, y gue ln fluorencen-
cia espacifica no puede ser identificada o localizadu, a menocs que
exista una eaisién suficiente de fluoresconcia; lo que indica, gu«
no neccecariasente, 1la falta de fluorescencin, os por auscncia de Ag
egpec{fico, Bs evidente quo la experiencin en 1n obaervacién de la
fluorescencia espec{fice ¢s indispeusable.
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Pig. 2. Microscopio fluorescents con epifluminacidn. W1 has
laminoso es dirigido a travds de un filtro excitatorio y
hacis abajo hasta la suestra. Un espejo dicreico permite
el paso de ondas luuinosas de longitud selecciomada en u-
bs direccidn, pero no en otra. Después de alcenzar la
suestra, 18 lux #2 reflcjade a travds del espejo dicroico
Y la lus fluorescente emitida es visualizeda en el ocular.
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OBJETIVO

Preparar inmunoglotulinas espec{ficas que detecten marcadorss on la
superficie de los linfocitos y de las célulam leucémicas, que al ser
demostradas por el aétodo de tnmunofluorescencia, sirvan para identifi-
car y clasificar las diferenies variedades inmunolégicas de la leucenis
aguda linfobléatica.




WNATERIAL Y METODOS

Material bioldgico .

Célules de LAL-L! (clamificacién FAB) de la paciente C,P., de 17 a-
flos, la cual presentaba en sangre periférica Hb 10g/100 cmj, Rt 30%,
58 000 leucocitoa/muB, 95€ do blastos y en uzédula Sses 98%, inaunow
1égicamente no-T, no-B (E 6%, EA 8%, EAC 7%, IgS , IgIC" )} y citoqui-
micamente PAS SCHIFF (+), y SUDAN NEGRO B (=).

Células de LAM=M1 y LAM-M4 {clasificacién PAB), de pacientes cito-
quinicamente SUDAN NEGRO B (+).

Células de LLC del paciente D.M.3., de 62 aflos, el cual presentaba
en sangre periférica Hb 11,5g/100 en3, Rt 36%, 104000 laucocuoa/n3
¥ 98% de linfocitos, inmunoldgicamente de tipo B (Igs’, 96%; IsIC ,
3% EAC 83%; EA 42%; M 26% y E 1%).

Glébulos rojos de bovino al 2%, sensibilizados con lgG de conejo an=-
ti~-glébuloas rojos de bovino.

Se realizaron 2 lavados de 2 ml de gl&bulos rojos de bovino (Gran-
des Especien, Fac. Veterinaria, UNAM, México) con solucién amorti-
guadora de foafatos 0.1 M,pH 7.2, mediante centrifugacién a 1500 rpm
durante 10 minutos, Luego, &e prepararon 5 ml de una suspensién al
2%, También s=e prepard una solucidn de IgG de conejo anti-glébulos
rojos de bovino (Lab. de Investigacién-Hematolog{m, H.G.,35) 1:100 .
Se tomaron 5 ml de gléhulos rojos de bovino al 2% y se zezclaron con
los 5 nl de la golucidn 1:100 de IgC de conejo anti-gibbulos rojoe
de bovino, incubfndose la mezelm & 37°C durante 30 minutos, Despuées,
se lavaron los gldbulsa rolos de bovino 3 veces com solucién amortii-
guadora de fosfatos 0.1 M,pH 7.2, mediante centrifugacién a 1500 rpm
durante 10 minutos. 8o desechS ol dGltimo sobrenadante y se ajustd «
una suspensidén al 2%, guard{ndose ¢sta a 4°C hasta su empleo,
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-~ Glébulos rojos de carnero al 2%,
Se tomaron 2 ml de gldbulos rojos de carnero (Bloterio, H.G.,S8S)
y 8e lavaron 3 veces con solucidn amortiguadora de fonfatosz 0.1 M,
pH 7.2, mediante centrifugmcién a 1500 rpm durante 10 minutos. Se de-
seché el dltimo sobrenadante y se ajusté a una suspensién al 2%,
guarddndoec ésta a 4°C hasta su empleo.

- Gl8bulos rojos de carnero al 2%, sencibilizados con IgM de conejo
anti-glébulos rojos de carnero y complemento,

Se tomaron 2 =l de glébulos rojos de carmero y 8¢ lavaron % veces
con solucién amortiguadora de fosfatos 0.1 X, pH 7.2, mediante cen-
trifugacidn a 1500 rpm durante 10 minutos, y después se¢ preparé una
suspensién al 5%. Se prepar§ una solueidn 1:2000 de hemolisina (Ig¥
de conejo anti-gldbulos rojos de carnero, Asboceptor 6000, Behring
Institute, Germany). Se tomaron 5 ml de glébulos rojns de carnero nl
5% y se mezclaron con 5 ml de la soluciém 1:2000 de nenolisina, ine
cubdndose la mezcla a 37°C durante 30 ainutos, Despuds, se lavaron
los glébulos rojos de carnero 3 veces con soluciédn amortigusdora ¢=
fosfatos O.1 M, pH 7.2, mediante cemtrifugacidn a 1500 rpm durants
10 minutos. Se prepararon 5 ml do una sclucién 1:50 dc¢ puers humano
(como fuente de complemaento). SJe toglron S ]l de gldtulos rojos do
carnero al 5% sensibilizados con 1la Igd de conejo unti.gldbulos ro-
jos de carnero, y se mezclaron con 5 ml de solucidn 1:50 de suarc
husano, incubéndose la nezcla a 37°C durente 70 minutos, Después, se
lavaron los glébulos rojos de carmero y se desechS el f$1timo sobre-
nadante. 3¢ ajusté a una suspensién al 2% y se guarderon a 4°C hasta
su emploo.

- Glébuloc rojos de raton al 2%.
Se tomaron 0.2 ml de glébulos rojos de ratén (Bioterio, H.G.,88)
y se lavaron J veces con solucién amortiguadora de fosfatos 0,1 M,
pH 7.2, mediante contrifugacién o 1500 rpm durante 10 minutos. Dea-
pués, pe prepar$ una suspensidn nl 26 y se guardé a 4°C hastn Bu em-
pleo.
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Suero anti-linfocito B

Se aislaron las células linfoides de sangre periférica del paciente
D.M.S, (ver material biol6gico), con disgndstico de LLC, por gradiente
de densidad en ficoll-telebrix. Esta suspeneién de células, rica en
linfocitos B, fué crioconservada a =195°C, en nitrdgeno 1icuido hasta
su empleo, en alicuotas de 6.1 x loacélulas/ml (26,34,49),

Una cantidad de 7.6 x loacdlulus/nl, descongeladas y lavadas con go~
lucibn amortiguadora de fosfatos 0,1 M, pH 7.2, conteniendo aas del 95%
de linfocitos con el 90% de viabilidad, medida por medio del colorante
de exclusidn vital, azul tripano al O,.3%; se inyectd por via intraveno-
B8, en la vena wmarginal de la oreja, a un conejo albino Mueva Zelanda
de 3 meses de edad y 2.5 Kg de peso (Bioterio, H.G.,S38), en intervflos
de una pgemana. BEste animal fué sangrado mediante punciss cardisca, 9
dias después de la segunda inyeccién, separando el suero e inactivéndo-
1o a 56°C por 30 minutos (26,27,34,35).

Se wvaloré la potencia del suero inmune con células linfoides de LLC,
mediante una prueba de aglutinacifn en tubo a 37°C: en una serie de 12
tubos, ea el primero 8se colocaron 50 ml de suerc anti-linfocito B y en
los restantes 50 ml de solucidn amortigusdors de fosfatos 0.1 N,pH 7.2.
Al segundo tubo se agrogaron 50 ml de suero anti-linfocito B, se mez-
clé y se extrajeron 50 ul de la mezola, transfiriéndose al aiguiente;
nuevanente se mezcld y se extrajeron 50 ml de la meszcla, tranafiriéndo-
se al cuarto tubo, y as{ sucesivamente hasta el pendltimo, del cual, se
eliminaron S0 mMl de la mezcla. El Gltimo tubo, con solucién amortigue-
dora de fosfatos 0.1 M, pH 7.2, se empled como control de linfocitos
8in reaccionar con el suero anti-linfocito B. En un tube adicional o
tubo Ho 13, se colocaron 50 ul de suero noraal de comejo, como segundo
control. A cada uno de los tubos ge agregaron 50 m)l de una suspensidn
da 2 x loscélulas/nl de LIC, vy se incubaron a 379C durante ) minutos.
El t{tulo estuvo dado por la méxima dilucién gue fué capaz 4o dar aglu-
tinucidn visible (26,27,28).

El suero inmune de scneio, renctive c¢on las células de LLC en la
prueba anterior, fué diluido 1:4 y absorbido vollimen & voldzen con glé-
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bulos rojos humanos AB, Rh(+), usando 15-60 x 106 célulee/ml; también,
con tejido homogeneizado de higado y cerebro humsnos ( donados por 1a
U. PATOLOGIA, H.G.,38); la sbsorcidn con cada uno de los tejidoe se
1levé a cabo 5 veces a 25°C durante 3C minutos (26,34,35),

Se valor§ la potencia del wsuero inmune absorbido con linfocitos
normales, mediante una prucba de inhibicidn de formacién de rosctas EAC,
EA, M, ES, E: en J weries de 5 tubos cada una, Be colocaron 250 ul de
una suspensidn de 4 x 106 células/nl de linfocitos normales, obtenidon
de sangre perifdrica mediante centrifugacién por gradicate de cennidad
en ficoll-telebrix, A cada tuboc de 1a primer serie ae lo agreguron
250 ul de suero anti-linfocito B, y & los de la segundu, 250 ul de sue-
ro norsal de eonejo, como primer coantrol, Como segundo contrcl, ios iu-
bos de la tercer serie, persanecieron sflo con los linfocitos roruales,
Loe tubos de las dos primeras series fueron incubedas s 37°C  durante
30 minutes; luego, los linfocitos sec lavaron 2 veces con polucidn nmor-
tiguadora de foofetos O.1 M, pB 7.2, mediante centrifugacidn a 2000 rpu
durante 5 sinutos. Los linfocitos de un tubc de cada serie fueron tra-
tados mediante uno de los uétodon de formacién de rosetas BAC, EA, ¥,.8
y B. Para 1la formacién de rosotas EAC, se adicionaron 250 ul de une
suspensién al 24 de gldbulos rojos de carnero sensidilizados, mezcldn-
dose; luego, la mezcla se centrifugd a 1500 rpm durante 30 segundos y
ge incudbd a 37°C durante 30 minrutos. Para la formacién de rosetas =4,
se agregaron 250 pul de una suspensién al 24 de gldbules rojos de hovine
senaibilizadon, mezcléndose: luego, 1a mezcla se contrifugd a 1500 rpm
durante 30 segundos y se incub8 a 4°C durante 60 minutos., Para la for-
macién de rometas M, ce sadicionaron 250 ml de una suspensibn al 2% de
gl6bulos rojor de ratén, mezcldndosc; luego, la mozcla Be centrifugd =«
1500 rpa durante 30 segundos y 8e incubd a 4°C durante 60 minutcs, Para
la formacidén de rosetas ES, Be agregaron 250 ul de una aunpcnaidn al 2%
de glé8bulos rojos de carnero, mezcldéndose; luego, la mezela se centri-
fug§ o 1500 rpm durente 30 segundos y se incubd a 37°C durante 30 ninu=-
ton. Para la formacién de rosotas B, ae adicionnron 250 ul de unn  sup-
penaifn al 2% de gldbulos rojos do carnoro, se mezcld y se incubd a

A7°C durante 15 minutoms; luego, la mezels se centrifugd a 1500 rpa  du-
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rante 30 segundos y me incubd a 4°C durante 24 horas, Se determiné el
porcentaje de células formadoras de rosetas (linfocitos con % o nés
glébulos rojos adheridos a su membrana), el cual fué determinado en unm
hemocitémetro, mediante el conteo de 200 linfocitos en campos diferen-
tes, con el objetiva seco fuerte de un microscopio dptico (K 17, Zeiss,
Vest Germany) (14,26,34),

Se agregé 0.0001% de merthiolate al suero inmune absorbido y se al-
sacen§ a -20°¢C.

juero anti-linfocito T

e utilizé una seccibn de tejido de cersdro humano normal (donado
por 1a U. PATOLOGIA, H,G.,3S), la cual fué lavada y homogeneizadas con
solucién amortiguadora de fosfatos O.1 M, pE 7.2, ¥y alaacenada en ali-
cuotas de 300 mg, peso h@medo, a -70°C hasta su empleo (36,37).

Lap aliewotas de cerebro norsal husano se descongelaron segun fue-
ron utilisadae, ¥y sus contenidos se emulsificaron con un volfmen igusl
de adyuvante incompleto de Preund (Gibco Laboratories, USA); La emul-
sién resultante fué inyectada por vfa subcuténea s un conejo aldino
Nueva Zelanda de 3 meses de edad y 2.5 Kg de peso (Bioterio, H,G.,S3),
en diversas partes del lomo, en intervflos de uwa semana, El conejo re-
cibié 200 mg, peso himedo, de cerebro mormal humano por imyeccidn; in-
munizédndolo con un total de 7 inyecciones, Fué sangrado el anizal ne-
diante puncién cardiacn, 7 dfes después de la Gltima inyeccidn, sepa-
rando el suero e inactivdndolo a 56°C durante 30 minutos (26,27,34,37).

Se valor§ la potencia del suero inmune con linfocitos norsales, me-
diante una prueba de inhibicién de formacién de rosetas E,E3,M,BA, EAC:
en 3 geries de § tubos cade uns se colocaron 250 ml de una suspensién
de 4 x loécélulne/nl de linfocitoa noraanles, obtenidos de sangre peri-
férica modiante centrifugacidn por gradiente de densidad en ficoll-te-
lebrix, A cada tubo de la primer serie se le adicionaron 250 pl de
suero anti-linfocito T, y a los de la segunda, 250 ul de suero normal
de conejo, como primer control, Como segundc conirol, los tuboa de la
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tercer serie, permanecieron sflo con los linfocitos normales. ios tubos
de las dos primeras series fueron incubadas a 37°C durante 30 minutos;
luego, los linfocitos se lavaron 2 veces con solucién smortiguadore de
fosfatos 0.1 M, pH 7.2, mediante centrifugacidén a 2000 rpm durante 5
ainutos, Los 1linfocitos de un tubo de cada serie fueron tratadas me-
diante uno de los mftodos de formacién de rosetas E, £S, M, EA y EAC,
los cusles ya fueron descritos en la valoracién del suero anti-linfo-
cito B, Se determiné el porcentaje de célules formadorss de rometos
(1infocitos con 5 o mds glSbulos rojos adheridos a su membrana), el
cual fué determinado en un hemocitémetro, mediante el conteo de 200
linfocitos en campos diferentes, con el objetivo seco fuerte {15,26,%4,
37).

"El suero inmune de conejo, reactivo con los linfocitos normales, en
la prueba anterior, fué diluido 1:4 y sbsorbido volidmen a voldmen con
glébulos rojos humanos AB, Rh(+), usando 15«60 x 106061u1aa/ll. con cé-
lulas de LLC ¥ LAM=M1, en igual concentracidn, y tejido hosogeneizado
de higedo normal husano, La absorcién con los glébulos rojos y las cé-
lulae de LLC se llevS a cabo, con cads umo, 5 veces s 25°C durante 30
ninutos; con las de LAN=Ml, 2 veces, a 18 nizasa teaperatura y tiempo de
absorcidn anteriores, ¥ con el higsdo, 5 veces a 4°C durante 60 winu-
tos (26,%4,37),

ge valord 1a potencis del suero inmune abdbsorbido con linfocitos
normales, medimnte una prueba de inhibicién de formaciin de rose-
tas B: en una serie de 12 tubos, on el primero se colocaron 250 m1 de
suero anti-linfocito T y en los reostantes 250 ul de solucidrn amortigua-
dora de fosfatos 0,1 M, pH 7.2, Al segundo tubo se sagregaron 250 ml de
suero anti-linfocito T, se mezclS y me tramsfirieron 250 ul al siguien-
te; nuevamente se mezcld, se extrajeron 250 ul de la mezcla y se trans-
firieron al cuarto, y anf sucesivamente hasta el pendltimc tubo, del
cual e eliminaron 250 ul de 1la mezcla. Bl €1timo tubo con solucién a-
mortiguadorn de fosfatos 0.1 M, pH 7.2, se empled como control de 1lin-
focitor Bin reaccionar con el suero anti-linfocito T. En un tubo adi-
cionsl e colocaren 250 pml de suero normal de conejo, como  segundo
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control, A cada uno de los tubos se agregaron 250 ul de una suspensidn
de 4 x 106 células/ml de linfocitos normales, obtenidos de sangre peri-
férica wmediante centrifugacién por gradiente de densidad en ficoll-te-
lebrix, y ese incubaron a 37°C durante %0 ainutoe. Los linfocitos se la-
varon 2 vecea con solucién amortiguadora de fosfatos 0.1 M, pH 7.2, me~
diante centrifugacién a 2000 rpm durante % minutos. Se agregaron 250 ul
de una suspensidn sl 2% de gldbulos rojos de carnero, se mezcld y se
incubaron & 37°C durante 1% minutos; luego, la mezcla se centrifugd a
1500 rpm durante 30 segundos y se incub8 a 4°C durante 24 horas. 3e de-
terainé el porcentaje de células formadoras de rosetas (linfocitos con
3 o nfe gl6bulos rojos de carnero adheridos n su membrana), el cual,
fué determinado en un hemocitémetro mediante el conteo de 200 linfoci-
tos en campos diferentes, con el objetivo seco fuerte (15,26,%4,37).

Se agregd 0.0001% de merthiolate al suerc inmune absorbido y ss nl-
nacend a -20°C,

Suero anti-LAL

Se aislaron las células linfoides de sangre periférica heparinizada,
de la paciente C.P. (ver material biolégico), con dimgndéstico de LAL-L1,
mediante centrifugacién por gradiente de denmidad en ficoll-telebrix.
Esta suspcnaién de células, rica en linfodblastos no-T, no-B, fuéd crio-
conservada & -195°C, en nitrégeno 1fquido hasta su empleo, en alicuotes
de 2-5 x 10° clulas/al (17,21,25,26,27,35).

Una cantided inicial de 2.5 x loec‘Iulla/ml, descongeladae y lavadas
con solucidn amortiguadora de fosfatos 0.1 M, pH 7.2, conteniendo mds
del 95% de linfoblmetos con el 90% de viabilidad, medida por medio del
colorante de exclusién vital, azul tripamo a1l 0.3%: se inyect§ 2 veces,
por vfa intravenosa, en la vena marginal de la orejo, s un conejo albi-
no Nueva 2Zelanda de 3 mepses de edad y 2.5 Kg de peso (Bioterio, i.G.,
S8), en intervdlos de una semana. Jo inyectaron 4,41 x 108 célulap/al ,
121 d{as despuds de la primcra inoculaeidn, y a los 18 df{ars siguiontes

fué sangrado el animal mediante puncién cardiaca, separando el suero o
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inractivdndolo a 56°C durante 30 minutos {17,25,26,35).

Se valoré 1a potencia del suero inmune con células de LAL-Ll, no-T,
no-B, mediante una prueba de aglutinacién en tubo a 37°C: en una serie
de 12 tubos, en el primero 8se colocaron S50 ul de suero anti-LAL y en
los restantes 50 nl de solucién amnrtiguadora de fosfatom 0.1 M,pH 7.2.
Al segundo tubo se agregaron 50 ml de suero anti-LAL, 8e mezcld y se
extrajeron 50 ul de lan mezcla, tranafiriéndose al tercero; nuevamente
se nezcl8 y se tranafirieron 50 ul al cuarto, y asi suceaivamente hacta
el penfiltimo tubo, del cual se climinaron 50 ul, E1 {ltimo tubo con
solucién armortiguadora de fosfaios 0.1 W,pH 7.2, se empled coxo con-
trol de células de LAL-Ll, no-T, no-B, Bin reaccionar con el su:ro an-
ti-LAL. En un tubo adicional se colocaron 50 nl de suero normel de co-
nejo, como segundo control. A cada uno de loe tubos s8e agregaron 50 ul
de una susponsién de 2 x loscélulas/nl de LAL-Ll, no-T, no-3, y 8e in-
cubaron a 37°C durante 30 minutos., Bl t{tulo estuvo dado por la médxima
dilucién que fué capaz de dar aglutinacién visible (26,27,28).

Bl sucro inmune de conejo, reactivo con las células de LAL-Ll, no-T,
no-B, en la prueba anterior, fué diluido 1:4 y absorbido voldmen a vo-
1Gmen con glébulos rojos humanos AB,Rh(+), usando 15-60 x 106cé1ulaalm1:
con células de LLC y de LAM=N4, en igual concentracidn, y con tejidos
homogeneizados de higado y bazo humanoms normeles (donadose por la U, PA-
T0L0GIA, H.G.,58). La absorcidn con los dos primeros tipos de células,
e 1levs & cabo 5 veces s 25°C durante 30 minutos; con lap de LAM-M4, 3
veces 8 1g misma temperatura y tiempo de abgorcidén anteriores, y con el
nfgado y bazo humanos, 5 veces u 25°C durante 20 minutes (17,25,26,75).

Se valor§ la potencia del sucro inmune absorbide con células de
LAL-L1, no~T, no-B, mediante una nueva prurba de aglutinacién en tubo =z
379,

Se agregs 0.0001% de merthiolate al suero inmune aboorbido y se al-
macend§ a -20°C,
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Preparacidn de los conjugados de gemma-globulinae anti-linfocito B, an-
ti-linfoeito T y enti-LAL con isotiocianato de fluorescefna

Se purificd cadm una de las fracciones de gamma-globulinas a partir
de 6.4 m1 de susro anti-linfocito B, 16.5 wl de suarc anti-linfocito T
y 7 rl de suero anti-LAL mediante el método por precipitacién con sul-
fato de amonio: 1) Con una solucién de NaOB 2.0 N, se ajusté a 7.8 el
pH de la solucién saturade de sulfato de amonio, inmediastamente antes
de la precipitacién. 2) A cada volfimen de suero contenido en un vaso de
precipitados, ce adicioné lentamente, gota s gota, y con agitecién
conatante, medio volfimen de solucién de sulfato de amonio saturads (la

concentracién final de éste quedS a un tercio de saturacifn); se ajusté
ol pR a 7.8 con la solucién de NaOH 2.0 N. 3) Se continué agitando du-
rante 1 hora, después de terninada le adicién de la sclucidn de sulfato
de amonio; ésto, con el fin de que precipitara toda la gamma-globulina
y no quedarsn absorbidas en el precipitado otras protefnas. 4) Se cen-
trifugs cada euspensién a 3500 rpm durante 15 sinutos. 5) Cada uno de
los precipitados se disolvi§ con solucién salina al 0.85%, pH 7.8, has-
ta que alcanzé un volfimen igual al original de cade suero. 6) Se puri-
ficaron las fracciones de gamma-globulinas por una segunda y tercera
precipitaciény pars la gegunda precipitacién se repitieron los pasos 1)
al 5), 7 para la tercera, del 1) al 4). 7) Cada uno de 1los sedimentos
de 1a 1ltima centrifugacién, se disolvid en solucién salina-amortigua-
dor de boratos 0.2 M (en términos de borato), pH 7.8, hasta gque alcanzé
un tercio del volfmen original de cada suero. B) Las soluciones ante-
riores se disligzaron a 4°C, contra lu solucién salina-amortiguador de
boratos y se mantuvieron en agitacién durante varios d{as, realizando 2
cambios diarios de la solucién amortiguadora para eliminar completamen-
te el sulfato de amonio; los iones sulfato ee detectnron por adicién de
unag gotas de Bn(:l2 al 10% a una pequefla muestra del dinlizado. 9) Se
completd la 4idlieis cuando la prueba para loe iones sulfato fué nega-
tiva, extrayendo innediatamente lam soluciones de lng membranas (Spec-
trum Medical Industries, Inc, U3A) ¥y centrifugdndolas a 3500 rpm a 4°C
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durante 10 minutos, con el fin de eliminar los precipitados indeseca-
bles formados por protefnas deasnaturalizadae y otros materiales inso-
lubles (26,27,28).

Se detormind la concentracidén de protefnas de cada una de las prepa-
raciones dializadas, mediante el método de Bjuret, obteniéndose una
concentraciém de 500 mg/100 al en ls de anti-linfocito B; 470 og/100 ml
en la de snti-linfocito T y de 400 ag/100 ml en la de anti-LAL.

3¢ midiS el veldmen de cads uma de las solucionss de gemma-globuli-
mas, obteniéndose 8.3 nl de la solucién anti-linfocito B, 10 =l de la
de anti-linfocito T y 11 ml de la de anti-LAL.

A nueve partes de cada una de las solucionea de gamna-globulinas se
agregé una parte de solucidén amortiguadora de carbonatos 0.5 M, pH 9.0,
¥y 8¢ colocaron las megclas em un agitader magnético y éste a su vez, en
el refrigerador a 4°C. Se pead el isotiocianato de fluorescefna (Gibco
Laboratories, USA) em une proporcién de 0.02 ng/ng de protefna y se di-
solvié en 1 ml de ncetona fria; pare la solucidn de gemma-globulixas
aati-linfocito B sme pesaron 0.83 ng de ITCF, para la de enti-linfocito
T, 0.94 mg, y para la de anti-LAL, 0.88 mg. Se ngregaron las dilucicnes
de fluoresce{ns a eada una de¢ las de gammm—globulinan, gota a gota du~
rante 15 minutos y se dojaron conjugar en el agitador, econ agitacién
lenta y constante (evitando la foreecién de espuma), a 4°C durante 18
horas. Las soluciones raesultentes 8e dializaron a 4°C contra varios
cambios de solucién salina-amortiguador do boretos 0,2 M, a un pH de
7.8, La didlisis fué completa cuands no hubo pnso ya de fluoresceina
por la meabrana a la eolucién anmortiguadora circundante, y estuvo vi-
sualmente libre del color verde-ozarillo, bajo irradiacién de lug ul-
travioleta, Higado fresco de rata (Bioterio, H.G.,33) se cortd finasen-
te y eo lavé hasta dcjarlo libre de eangre; fué homogeneizado en aceto-
na y filtrado a travée de papel filtro de poros amplios. Se secé a 37°C
y @c m0lié en un triturador, y en un mortero hasta polvo fino, tamiszdn-
doge para retirar las partfculas grucsas. Se adiciond el tejido pulve-
rizado a cada uno de los conjugados, en proporcién de 100 ag/ml del vo-
ldmen original de cada antisuero. Se agitaron n temperatura anbiente
duranto 1 hora y se centrifugaron a 3000 rpm durante 10 minutos. Nueva-



42

aente, esta operacién se repitié. El woldmen de los conjugados, clari-
ficados mediante centrifugscidnm, fué medido en uns probeta, obteniéndo-
s8¢ 8,0 m} de ¢onjugado anti-linfocito B, 10,7 ul de anti-linfocito T y
10.5 =l de anti-LAL. Cada uno de los conjugados fué +iranaferido a un
matraz Brlenmeyer, y se lec agregs 0.01 ml de solucién de merthiolate
por ml de conjugado; se taparon los zatraces y se congelaron & una
temperatura de -20°C {26,27,28,29).

Se valord la potencia do loa conjugados anti-linfocito B, sati-lin-
focito T y anti-LAL mediante el método directo de 1la tdcnica de inm:-
nofluorescencia: pera la titulacién del conjugado anti-linfocito ¥, se
ugaron 1 x 106 células/ml de LLC; pars la del conjugado anti-linfocile
T, 1 x 106 células/ml do LAL-L1l, tipo T (B 75%), y pare la del conjuga-
do anti~LAL, 1 x 106 células/ml de LAL-Ll, no-T, no-B. Se hicleron di
luciones meriadas de cada conjugado, y se hicieron reeccionar modiante
inmunofluorescencia directa con gu respectivo Ag para establecer la di-
lucién de trabsjo. Para la titulacidn del conjugado anti-linfocite B se
utilizé como control negativo, el conjugado anti-LAL; para las tiful:-
ciones de los conjugados anti~linfocito T y anti-LAL, se usé el conju-
gado anti-linfocito B. De acuerdo con los resultados obtenidos, el cou-
jugado anti-linfocito B se diluyé a 1:5, el anti-linfocito T no se di-
luyé, y el enti-LAL se diluyé a 1:3. 3e onvasé cada uno de los conjuga-
dos en ampolletans selladas de 0.5 ml, y ae congelaron a -20°C hasta su
empleo (26,27,29).

€todo directo do la técnica de immunofluorsamcencia

3¢ separaron células 1linfoides d¢ una muesira e sangre periférica
heparinigada, mediante centrifugacidn por gradiente de densidad em fi-
coll-telebrix: a 16 parteca de¢ una @oclucidn 2l % de ficoll (Ficoll
400 000, Pharmacia Fine Chemicals, Svuden), se le agregaron 10 partos
de unn  golucidén al 33.9¢ de telebrix (Rudefss, Heoxico), para preparar
una nolucidu con unm densidad de P 1.076 g/cmf. En un tubo de ensayo
g¢ colocaron 5 ml de la solucidén do ficoll-telubrix y sobre ella 8e
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colocaron, resbalando por 1a pared del tubo, 5 sl de la mugstre smngui-
nea, teniéndose cuidado de conservar la interfase que se forad entre la
solucién de ficoll-telebrix y la sangre. El tubo se centrifugd a 4°C
durante %0 niputos a 2000 rpms, en una centrifuga refrigersda (CRU-5000,
Damon/IEC Division, USA), al cabo de los cuales, los glébuloe rojos se
depositaron en el fondo del tubo; el plasma quedé en ol sobrenadante y
entre dste ¥ 18 solucién de ficoll-teledbrix, quedaron acparadan las cd-
lulas 1linfoides como ura cepa de células, Con la ayuda de uns pipeta
Pacteur se extrajeron las células linfoides de la interfase por aspi-
racifn, y se colocaron en un tubo do ensayo con msolucién amortiguadora
de fosfatos 0.1 K, pB 7.2. Las célulap se lavaron 2 veces con la solu-
cidn amortiguadora mediante centrifugacién a 2000 rpm durante 5 minu-
toa a8 4°C. Se cont8 el nimero de células recuperadas en un hemocitéme-
tro, y se njusté a una concentracién de 1 x 106 células/ml (3,26,27).
En une serie de tubos, en cada uno, se colocaron 0.25 sl de una sus~
pengién de 1 x 106 células/ml y se centrifugaron a 2000 rps durante 5
zinutos a8 4°C. Se eliminaron los sobrenadantes por decantacién y & cada
tubo se agrogaron 20 m1 de un determinado conjugado, y se incudbaron a
4°C durante 30 minutos. 3¢ eliminéd el exceso de conjugadio, lavando 2
veces lus células con la solucién mamortiguadora de fosfatos, mediante
centrifugacién a 2000 rpm durante 5 winutos & 4°C, Se procesé 0,25 al
de la suspensidén celular con 20 ul de un conjugado de IgG-ITCF inespe=
cffico,de conejo (Lab. de Investigscién-Hematologia, H.C,,S3), a f£{n de
distinguir -1 tefiido ineepecf{fico de 1la fluorescemciam atridbuible a 1la
reaccién inmunoldégica especifica de cada conjugado. 8¢ montd,.er forma
separads, una gota de cada suppensidn celular y se leys a inmarsién con
glicoerina amortigusds, pH 8.5, el porcentaje de células que presentaron
fluoresvencia de superficie espec{fica en un microscopio de fluores-
cencia con sistesa de epiiluminacién (Zeiss, West Germany) (26,29,31).



Rétodo intracitoplagedifco directo de 1s técaica de insunofluorescescia

Se separsron célules linfoides de una nuestra de sangre periférics
heparinizada, aedisnte centrifugacién por grediente de densidad en fi-
coll=-telebrix, como es deecrito en el método anterior. 3¢ fijaron
0.15 2) de una suspensidn de 1 x 106 células/ml en une laminilla, me-
diante centrifugacién a S00 rpm dursnte 5 minutos s tesperaturs ambien-
te, en uns citocentrifuga (SCA-003, Smitha Industries Limited, Creat
Britain) e incubacidn en acetoma a 4°C durante 10 minutos. La prepara-
cién fijada se cudrif con 20 p1 de un conjugado anti-Ign (Noeechst,
USA) y se incubd a temperatura ambiente, en una cdmara hiseda dursnte
20 ainutos. Fl exceso de conjugsdo. ee oliminé mediante 2 lavados del
portsobjetos en un bafic de solucién asortiguadors de fosfatos 0.1 N,
pi 7.2, durante 5 sinutos & 4°C. Je secS slrededor de 1a preparacidn
fijada y se montd en glicerima amortiguada, pd 8.5, leyéndose a inser-
#idn, el porcentiaje de célulme gue presentaron fluorescencis imtracito-
plasmética espec{fice, en un microscopio de fluorescencis eces sistemn
de epiiluminacién (5,26,29,7%1).

Los conjugados snii-linfocito B, snti-linfocito T y enti-LAL se uti-
lisaron pars estudiar 1la distribucidn de los lisfocitos B, limfocitos T
7 las células linfoides con el AgCLAL, en la circulsciéa sangufnes de
sujetos norsales y pacientes con &iferentes hemopat{as seligmas, se-
disnte el método directo de la técnica de imsunofluorescencis.

El estudio de la distribucifa de les diferentes células 1linfoides,
se completd detectando la presencia de 1g3 {(células B), IgIC (células
pre-B) y de receptores para glébulos rojos de carnero {células T). Para
detectar la presencia de 1g8, se utilizé una mescls de 1los conjugados
anti-1gG (anti-cadenap ), anti-Ign (uu-culonn)\) y anti-IgA (anti-ce-
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dena o) (Hoeschst, U3A), diluidos 1:4, y el método anterior de inmuno-
fluorescencia; para debtectar la presencia de IgIC, se usé el comjugado
anti-Igt, diluido 1:4, ¥ el aétodo intracitoplasmftico directo de la
tdenicea de inmunofluorescencia, Para detectar la preponcia de los re-
ceptores para los glébulos rojos de carnero, se usaron los mnétodos de
formacidén de rosetac E y ES, descritos anteriormente.

Se estudiaron las suspensiones de células linfoides de 736 sujetos
normales, entre médicos, enfermeras, trabajadores y viaitantes del Hos-
pital General de México, SS. Con edades comprendidas entre los 18 y 59
aflos, de loe cuales, B correspondisron al sexo masculino y 28 al feme-
nino,

Se estudiaron las suspensiones de células linfoides de 76 pacientes
loucémicon, de 2 paciontes con linfoma de Hodgkin (LR), de 9 con linfo-
s no Hodgkin (L no-H) y de & con diferentes afecciones malignas, Loe
cagsop se seleccionaron, dentro de los que no se encontraban aun coatro-
ladon terapduticamente de su padecisiento, a excepcién de 2 de los 6
pacientes con diferentes afecciones malignas, que se encontraban en fa-
se do remisién total. Los pacientes tuvieron edades comprendidar entre
los 20 y 70 afios, de¢ los cusles, 55 correspondieron al g7xc magculino y
38 al feaeniuo. Todos elloe eran apistentes a la consulta externa o ae
encontraban encamsdom cn el Servicio de Hewmatolog{m, Unidad 103, del
Hoepltal General de México, 83.

Dantro de los pacientes leucdmicos estudiados, 6 casos presentaban
LAL-Ll; 30 LAL-L2; 2 LAL-L3; 7 LAM-M1; 1 LAM-M2; 8 LAN-N4; 2 LAM-N5; 1
LAM-N6; 8 LLC; 8 LGC y 3 LGC/CB. Deniro de los pacientes con diferentes
afecciones malignas, 1 caso presentaba linfoma de Burkitt (LB) en remi-
sidn total; 1 enfermedad de Fisher-Evans (EPE); 1 LAL en remisidn total;
1 leucemin de células peludas (LCP); 1 mononucleosis infecciosa (MI) ¥y
1 leucemia crénica de mogacariocitos (LCN).



46

RESULTADOS

§uero anti-linfocito B

Yaloracién de la especificidad y potencia

Al walorar 1lea especificidad y potencia del suero anti-linfocito B
con células linfoides de LLC, mediamte 1a prusba de aglutinacién en tu-

bo a 37°C, se encontrd un titulo de 256, como puede observarse en la
table I.

Al valorar 1la especificidad y potencia del puero sati-linfoci-~
%o D absorbido, mediante la prueba de inhibicién de formacidn de rose-
tas BAC, BEA, M, ES y K con linfocitos noinsloa, se encontrd§ un 72.20%
de 1inhibicidn de formacidn de rosetas BAC en los linfocitos preincuba-
dos con el suero anti-linfocito B, con respecto a los 1linfocitos sin
ningun tratamiento y un 93.48% de inhibieién con respecto a los linfo-
citos preincubados con suero inespecffico, como puede observarse en 1a
tabla II. Se encontrd un 40,27% de inhibicién de formacién de roce-
tas BAC en los linfoocitos preincubados con el suero ineepec{fico, con
respecto a los linfocitos sin ningun tratamisento, Tambidn on esta te-
ble II, se nuestran los porcentajes de inhibicidn en la fornncidn de
las rosctas EA, R, ES 7 E, producidos por cada uno de los sucros ante-
riores.

Al valorar la especificidad y potencia del conjugado anti-linfoci-
to B con células linfoides de LLC, mediante sl método directo de 1la
técnica de inmunofluorescencin; se observd fluorescencia especf{fica
hasta la dflucidn 1:32, con un 10% de células poaitivas, como puede ob-
servarse en la tabla IX1. Se cocogid 1a dilucién 1:5 como dilueidn dép-
tima operante o tftulo de tradbojo, ya que en ella existe un rango de
sensibilidmd adecundo, mayor al 60%, con reapecto 2 las células 1infoi-
des B. Con vata dilucidn se trabajd en 1la identificacida de loas 1linfo-
citos B en sangre periférica humana,
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TABLA I
Yaloracién de 1ls especificidad y potencia del sue-
ro anti-linfocito B con células de LILC, por aglu-

tinacidn
b Aglutinacién’
Tubo Dilueidn Macro Miero

1 1:1 +

2 1:2 +*

3 1:4 *

4 1:8 +

S 1:16 +

6 1:32 +

1 1:64 +

8 1:128 +

9 1:2%6 +
10 1:512 - -
11 1:1024 - -
12 Control I - -
13 Control 1I - -

®1a valoracién se realizé medisnte ia prueda de
aglutinacidn en tubo & 37°C.

Bl tftulo se valorS en 1a dltisa dilucidn que
dié resccidn positiva,



TABLA 1I

Valoracién de 1a especificidad ¥y potencia del suero anti-linfo-
cito B con linfocitos normales, por inhidicién de formacién de

rosutas

Tipo de rometas (%)

Condiciones EAC - . — —
Linfocitos 10 8 o
L pmare (72.20)" (76~47): (100)%
a:::?o:?::-B (53.48)° (78.46)"
Linfocitos 22 .13’;5
2 + e
8::::peeiflco (40.27)° (61;79)9 - (50)%

3 Linfocitos
* noraales

16 34 g - R ‘ffﬁ'_26

.Porcentlje de
pecto & 3.

hPorcenujo de
pecto a 2,

cPorcentajc de
pecto & 3.

inhibicién de formmcidn de rosetas de 1 con res-
inhibicién de formacidén de rosetas de 1 con res-

inhibicién de formacidn de rosetas de 2 con res-
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TABLA 111

Valorseién de la especificided y potencia del
conjugado anti-linfocito B con células de
LLC, por inpunofluorescencia directs

# de células

Tudo Dilucién fluorescentes
1l 1:1 98
2 1:2 80
T 14 .63
4T us 62
516 20
L}.ﬁf‘; f‘it32 ”
S e
i 8 - 1:128:
g 1256
yei g 5",‘? i

. gﬁ




Distribucién de los linfocitos B en gujetos normales y pacientes cgn
hemopatfas malignag

Em la tabla IV ee muestra la reactividad del conjugado arti-linfoei-
to 3 con las células linfoides de los 36 sujetos noramales, 1la cual
tuvo ums gama de fluctuacidm (X+2D.3.) de 0 ~ 9 % de células posiiivan,
promedic I=3,75%. Teabién pueden observarse las reactividades de 1los
conjugados aati-1g8 y anti-IgIC, asf como 1los valores mormalss eacom-
trados pars 1la formecida de rosetas k y E8,

Rn co:portcllunto del conjugado anti-linfocito B con lss cdlules
linfoides de pacientes con diferentes hemopatfas malignas, se muentrec
en la tadla V.

~Bn la tabla VI 2e muestran los resultados de 18 reactividad del con-
Jugado anti-liafocito B con las células linfoides de los pucionties con
diferentes hemopatins malignns. Tambidn se pueden obgervar las reacti-
vidades de los comjugmdos anti-Ig3 y anti-IgiC, asl como 1los valores
encontrados para la formacidn de rosetas B y ES. ’

Sugro anti-liafocito T

Yaloracién de la especificidad y potencis

Al valorar 1la especificidad y potencia del suero anti-limfocito T
colh linfocitos normalen, medimnte la prueda de inhibicién de formacidén
de rosetas E, E3, K, BA Y BAC, 80 eoncoatréd um 73,91% de inhibicidn de
foramcién de rosetas E en los linfocites preincubados con el sueroc Aan-
ti~linfocito T, com respsacto & loa linfocitos s8in ningun tratamiento y
un 69.23% do inhibicién con reapsecto a loe linfocitos preincudadon con
suero inespecifico, como se pueds observar en ia tadbln YII. Tacbién se
encontrd un 130,008 de inhivicidn en la formacidn de ronetas R3S por loas
linfocitos preincubados com ¢l suoro amti-linfoclio T, con regpocto &
los linfociton sim nimgun tratamiento y lon prsincudadon con sucro inea-
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TABLA IV

Resultados de 1la reactividad de cada uno de los conjugados con
laz células linfoides norsales, y valores normales encontrados
pars la formacién de rosetas E y &3

Conjugado: Bpromedio % YCama de fluctuacién
anti-linfocito B 3,75 0-9
anti-linfocito T 1,2% 0-5
anti-LAL 0.%3 0-2
anti-Ig3 2,58 0o-1
anti~IgIC 1,19 0-4
Rosetas:

B 49.10 45 - 53

ES 0.65 0=-2

®X de 36 sujetos normales, Lol
b% ¢ 2p. 3.
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TABLA ¥

Resultados del comportamiento del conjugado amti-limfocito B
con las células linfoides de diferemtes hemopatias malignas

.::gz:x{:. ::EEI;:;:: Positivos Porcentaie

Leucenias

" 6 1 16,66

AL _L2 30 6 20.00

L3 2 1 50,00

JOTAL 38 8 21,05

A 1 1 14,28

g 1 0 00, 00

R H¢ 8 1 12,50

.5 2 0 00, 00

26 1 0 00, 00

IOTAL 19 2 10,52

ML 8, 1 87,50

~K6C 8 0 00,00

Agc/ch 2 0 00,00
Liafomay

Metgiin 2 00,00

Bodgkis 3 11,11

f‘.‘.’.&'}n total 1 0 00,00

VYOrBas

,_~L C 00,00

00,00

Ei en remipidn total
3 00,00

!é L 1 100,00
o 1 0 00,00
JOTAL 93 19 20.4%




53

TABLA VI

Resul tado porcentusl de la reactividad de 1los conjugados fluo-

rescentes, comn las células linfoides de pacientes con diferem-

tes hemopatfins malignas, ¥y valores encontrados para la forma-
cién de rosetas B y RS

Hemopatfas Caso Anti~  Anti-
saligass No. Sexo Anti-B®  IgS IgIC E ES
Leucenias
ALl 1 N 10 18 9 15 5
1 4 10 0 2 11 4
; P 12 15 g g (]
N 12 40 0
LAL~-L2 4 " 12 7 9 97 40
5 ) 4 13 10 25 4 0
_ 6 n 15 5 0 %0 2
I 12,33 15,40 7,60 25.50  7.60
JAL-LY 1 n 15 20 9 60 5
JAR-B 1 r 10 3 2 0 0
~AR=N4 ) S A (N 2 3 26 0
1 ) 4 12 45 0 8 0
2 n 13 59 0 7T 0o
3 [ | 15 3 0 7 0
LLC 4 R 16 22 0 14 ]
5 N 17 80 0 48 9
[ r 18 6 0 7 1
- 1 | 36 3 1 l 3
b § 18,00 3. 0,1 12,8 1,86
infomns L
Ho Hodgkin 1 & 12 3 b 10 1
Diversas
N 1 X 12 0 0 B 1

®aati-linfocite B
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pecifico. Em la mimnma tabla, también se muestran los porcemtajes de in-
hibicién causados por el guero imespec{fico ea la formaciém de las ro-
setas anteriores; as{, como los producidos por cada umo de los sueros
on la formacidn de las rosetas N, EA ¥ BAC.

Al valorar la especificidad y potencia del suero anti-limfocito ?
abpordido, mediante la prueda de imhibicidn de formacidéa de rosetas R
com linfocitos mormales, se encontrd um porcentaje de inhibicidn mayor
al 50% en la dilucidn 1:128, como puede Observarse en la tadla VIII; en
la misna, se muestran los correspondiemtes porcemtajes de imhibicidna
producidos en cada dilucién del suero anti-limfocito T,

Al valorar lea especificidad y pdtoncu del conjugedo manti-limfoci-
to T con células linfoides de LAL-Ll, tipo ¥, mediamte el método direc-
to de 1a técnica de immumofluorescencia; se obssrvé fluoresceancia espe-
c{fica hasta la diluciéa 1:2, con un 3% de célulaps positivas, como »e
puede observar en la tabla IX. 3¢ utilizé 1a dilucidém 1:1, como dflu-
cién Sptima operante o titulo de trabajo, pars la ideatificaciéa de los
linfocitos T en sangre periférica husama,

pistriducidn de los 1limfocitos I em sujetos mormales y paciemtes con
hemopat{as maligans

Bn 1a tabla IV se nuestra la reactividad del conjugado anti-linfoci-
to 7 com las célules limfoides de los 36 sujetos normsles, la cual
tuvo una gama de fluctuacidn (X £2D.3.) de 0 = 5 § de células positivas,
promedio Xal,25%.

Rl comportaniento del comjugado aati-linfocito T con las células
linfoides de pacientes con diferentes hemopatfas malignas se suestra
en la tabla X,

Ea la tabla XI se muestran los resultados de 1a reactivided del con-
Jugado anti-linfocito T con las c€lulas linfoides de los pacieates con
diferentes henopatias malignas., Tambida se pueden observar las reacti-
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TABLA ¥II

V¥aloraciés de 1la especificidad y potencis del suero anti-limfo-
cito T com linfocitos normales, por imhibicidas de formacidn de
rosetas

Tipo de roastaa (%)

Condiciomes B B3 | BA EAC
Linfocitos 12 0 1 19 27
+* a a a
linfecite T  (69.23) (100) - {20.83) -

Linfocitoa 33 1 2 24 26
+

2. suero (15.20)¢ - - (22.58)° (3.70)¢
inespecf{fico
Linfocitos

3¢ “aorsales 46 1 0 n 27

“Porcant&jc de inhibicidn en la formacidn de rosetas de 1 con
reapecto & 3,

‘Porcent&jo de imhidiciém en la formacidn d4e rosetas de 1 com
respecto a 2,

°Porcentujo de inhibicién em la formacidéam de rosetan de 2 com
reapecto a 3,
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TABLA VIII

ValoraciSa de la especificidad y potencia del sue-
ro aati-linfocito T con 1linfocitos normales, por
inhibicidn de formacidén de rosetas K

Tubo Dilucién E (%) Inhibicidn (%)
T 1:1 4 91,49
2 1:2 12 74.47
3 1:4 13 72,34
4 ue 35 emoe
5 116 16 65.95
6 1 18 61,70
7 1:64 0 57,44
8 1:128 22 53.19
9 1:256 33 29.78
10 1:512 3 21,27
1 1:1024 » 17.02
12 Coatrol I 53 —_
13 Coatrol 1I 47 11.32
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TABLA IX

Valoracién de la especificidad y potencia del
conjugado anti-linfocito T con células de
TLAL-Ll, tipo T, por inmunofluorescencia di=-

recta
% de células
Tubo Dilucidn fluorescentes
1:1 70

;;Oirr . Control
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TABLA X

Resultados del conportamiento del conjugado anti-linfocito T
econ las células linfoides de diferentes hemopatfas malignas

Ndmero de
Hemopatfas casos
salignas examinadoas Positivos Porcentaje
Leucenias
Lk 6 0 00,00
LAL L2 20 3. 10,00
X3 2 1 50,00
TQTAL 38 4 10,52
n_ 1 2 26,57
A 1 Q9 00,00
LAN . ) 8 0 00,00
)] 2 0 00, 00
Ré 1 0 00,00
JOTAL 19 2 10,52
i A7 8 2 2%, 00
46 _8_ Q 00,00
LGc/CB 3 0 00,00
Linfomas
Bodgkin 2 ] 00,00
Lo _Jodgkin 9. 1 1111
m;.: :;:!'3 total 0 00.00
Riversas
£ 1 0 00,00
LAL on remisidn total 3 0 00,00
LCP 1 0 00,00
Al 1 0 00,00
_LCR 1 0 00,00
IQTAL 93 9 9,67
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vidades de los conjugados anti-Ig3 y anti-IgIC, asf{ como los valores
encontrados para la formacién de roeetap E y ES.

Suero anti-LAL

Yalorscidn de la especificidad y potencia

Al valorar la especificidad y potencia del suero anti-LAL con célu-
las linfoides de LAL-Ll, no-T, no-B, mediante la prueba de aglutinmacidn
en tubo a 37°C, se encontrd un tftulo de 64, como se puede observar en
1a tabla XII.

Al valorar la especificidad y potencia del suero anti-LAL absorbido,
mediante la segunda prueba de aglutinacién en tubo a 37°C con células
linfoides de LAL-Ll, no-T, no-B, se encontrd un tftulo de 32 (observdn-
dose microaglutinacién en 1a dilucién 1:64), como puede observarse en
la tabla XIII.

Al valorar la especificidad y potencia del conjugado anti-LAL con
célules linfoides de LAL-ILl, no-T, no-B, mediante el método directo de
la técanica de inmunofluorescencié; se observd fluorescencis especffica
hasta 18 dilucién 1:16, con un 12% de células positivas, como puede od-
servarse en la tabla XIV. Se sacogid la dilucidén 1:3, como dilucién &p-
tima operante o tftulo de trabajo, ya que on ella existe un rango de
sensibilidad adecuado, mayor al 60%, con respecto a las células linfoi-
deg AgCLAL'.

Distribueidén de las células linfoides con el ASCLAL, en sujetos norma-

les y pacientes con hemopatfas maligaas

En la tabla IV se zuestra la reactividad del conjugado anti-LAL con
las células linfoides de los 36 sujetos normales, la cual tuvo una gama
de fluctuacién (X%t2D.S.) de O -2 % de célulap positivas, prome-
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TABIA X1

Resultado porcentual de la reactividad de los conjugadoa fluo-

rescentes, cor las células linfoidea de pacientes con diferen-

tes hemopatias aalignas, y valores encontrados para la forma-
cién de rosetas E y RS

Remopatfas Caso . Anti-  Anti-
malignas No. Sexo Anti-T 1£3 I1eIC B BS
Leucenias
1 ) 4 8 1l 0 24 0
LAL-L2 2 N 9 8 0 3 7
3 R 10 3 0 14 1l
X 9.00 4.00 0,00 13,66 2,66
LAL-L3 1 )| 10 20 9 60 5
1 r 7 7 2 9 (o]
Lan-x 2 ? 9 3 2 0 o
3 8,00 5,00 2.00 4.50 0,00
1 ) 2 9 6 0 7 1
LLc 2 n 15 80 0 48 9
X 12,00 43,00 0.00 27.50  S5.00
Linfomag
Mo Hodgkin 1 ) 4 8 3 2 70 1

$anti-1linfocito T
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TABLA XII

Yaloracidn de la especificidad y potencia del sue-
ro anti-IAL con c€lulas de LAI-L1, no-T, mo-B, por

aglutinaeidn
b Aglutinacién®
Tubo Dilucién Facro Ricro
1 1:1 + +
2 1:2 + *
'3 1:4 +
) 4 1:8 *
5 1:16 -
6 1:32 e
T 1:64 .
- 13120 -
9 13256 -
10 11512 -
11 1:1024 - -
12 Comtrol I - -
13 Contrel II - -

%La valoraeién se reslizé mediante la prueda de a-
glutinacidén en tudbo a 37°C,

"N iftulo se valorS en la dltima dilweidn que dié
reaccidn positiva,
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TABLA XIII

Valoraciém de la especificidad y potencia del sue-
ro anti-LAL con células de IAL-L1l, no-T, no-B, por

sglutineecidn
® Aglutinaciéa®
Tubo Dilucidn Macro Ricre
1 1:1 + +
2 1:2 + +
3 1:4 + +
4 1:8 +r e
5. 1:16 .

- 6 1:32 .

1 1:64 -

8 1:128 <
: 9 : 1:256 -

10 1:512 - -
1 1:1024 AT
12 Contrel I - -

13 Comtrol 1I1I - -

®1a valoracién se realisd mediante la segunds prue-
ba de aglutinacida en tubo & 37°C.

%) titulo se valord em la Gltima dilueidn que d1é
reaccida positiva,
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TABLA X1V

valoracifén de la especificidad y potencia del
conjugado anti-LAL con células de LAL-11,
no-T, no-B por inmunofluorescencia directa

% de células

Tubo Dilucidn fluorescentss
1:1 100

1:2 62

Y L. I
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416 T= 0.53% (en el 1 - 2 § de 1las células de 15 sujetos nmormales se
observd fluorescencia espec{fica, y en las células de los 21 restantes
no 8e observé).

En la tabla XV se muestra el comportamiento del conjugado amti-LAlL
con las célulae linfoides de pacientes con diferentes hemopatfas malig-
a8, Los pacientes fueron conmsiderados AsCLAL*, cuando se obmervé mds
del 3.00% de células positives con el comjugado anti-LAL.

En la tabla XVI se muestiran los resultados de la reactividad del
conjugado anti-LAL com las células linfoides de los pacientes con LAL.
Tanbién se muestraa las reactividades de los otros conjugados y los
valores encontrados para la formacién de rosetas B y E3.

Ea 1a tabla XVII se muestran los resultados de 1la reactividad del
conjugado anti-LAL com las células linfoides de los paciemtes con dife-
rentes hemopat{as ralignas. Tanbién ase pueden obmervar las reactivi-
dades de los otros comjugados y los valores emcontrados para la forma-
cién de roseteas B y ES.

Eax la tabla IVIII se musatra el perfil iamumolégiee encontrado cem
los conjugados fluorsscentes Yy 1la formaeidm de rosetas B y B3, sn las
c€lulas linfoides de lom 38 pacientes com LAL, Se puede observar que se
emcontraron 8 grupes inauneldégicos diferemtes, y que sl grupe de LAL de
células no-T, 20-B, AcCLAL* fué ¢l que se emcontré em mayor proporeidna
(39.47%) con respecto a los dends.

oy
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TABLA XV

Resultados del coaportamiemto del comjugado anti-LAL con las
células linfoides de diferentes hemopatfas malignas

Kinero de
Hemopatian cagos
maliguas examinados Positivos Porcentaje
Leuceniss
13 6 5 83.33
LAL L2 30 24 80.00
13 2 2 100,00
TOTAL 28 2L 8], 58
Nl 1 3 42,85
n2 1 0 00,00
LAM N4 8 1 12,50
. ) 2 1 50,00
N6 1 0 00.00
JOTAL 19 ) 26.21
_L1e 8 2 25.00
LGC 8 p 37.50
_Lec/ca b) 2 66.66
Linfonas
odgkin 2 2] 00,00
o Hodgkin 9 1 11.11
::::;::’n :: tal 1 0 00.00
Diversas
ErR 1 1 100,00
LAL en remisidn tetal 1 0 00,00
LR 1 1 100,00
[ 1 0 00,00
lcn 1 1 100,00

TOTAL 93 47 50.53
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TABLA XVI

Resultado porcentunl de le reactivided de los cemjugades fluo-~
rescentes com las células linfoides de pacientes com LAL, y va-
lores emcontrades para la foraecidn de rosetas R y ES

Cito-
urroi Caso Anti- Anti- Anti- s
legfa® Ne. Sexo 1AL IgIC Ig3 Anti-D® Anti-T X 28
1 X 7 0 0 4 1 6 o
2 7 8 10 0 7 o 14 0
11 3N 9 0 1 4 0 - -
4 m 18 9 18 10 3 7% 5
- 5 » 2 1 0 0 0 12 2
I 12,60 4.00 3,80 5,00 0,80 21.40 1,40
1 X 4 0 2 2 0 0 0
2 r 7 5 0 1 0 4 0
3 R 8 0 8 T 9 3 7
i N 8 24 10 7 0 33 4
5 N 8 0 1 1 1 29 0
6 K 8 1 2 0 0 2 1
7 K 9 0 1 0 0 4 1
8 n 9 2 0 0 0 18 0
9 P 9 0 2 2 o 0 0
0 r 1 25 10 13 2 4 0
m r 13 5 1 0 0 3 0
2 2 P 16 2 0 10 0 1 4
13 N 17 9 7 12 3 97 40
4 P 17 0 13 0 0 ) 0
15 K 18 7 40 12 s 2 0
16 ® 19 0 5 15 1 30 2
17T r 22 0 0 7 0 7 1
18 K 22 1 5 7 4 2 1
19 mn 23 0 17 6 0 0 0
20 r 25 0 1 1 8 24 0
2 N W 0 3 6 10 14 1
2 n1 n 0 2 4 3 19 0
3 » 33 3 15 12 1 9 0
_ 24 ®» 70 1 2 3 2 6 0
I 18,20 3,54 6,13 5,33 1,95 13,58 2,58
s 1 N 9 9 20 15 10 60 5
N 15 20 7 3 1 0 0
X 12,00 34,50 13,5 9,00 5,50 30,00 2,50

Xclasificacidén FAB. Yanti-1iafocito B. SAnti-liafoeito T.
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TABLA XVII

Rosultado porcemtual de la reactividad de los comjugades fluo-

rescentes, con las células linfoides de pacientes com diferen-

tes hemopat{es malignas, y valores encontrados para la foraa-
cién de rosetag R y ES

Heuopaties Caso Anti~ Amti-  Amti- . »
aalignas Ko. S8sxo0 ILAL IgIC IgS Anti-B" Amti-T B B8
Leucenias
1 ¥ 6 2 3 10 9 0 0
LAN-N1 2 F 7 2 7 7 7 9 0
- 3 r 8 0 1 2 0 15 0
X 7.00 1,33 3.66 6,33 5.33__8.00 ©
_LaM-H4 1 _F__60 6 0 6 o6 0
LAM-N5 1 N 12 ") 1 6 0 0 0
LLC 1 N 7 0 80 17 15 48 9
. 2 X 12 0 3 15 0 5 0
X 9.50 0 41.50 16,00 7,50_ 26,50 4,50
1 F 4 4 0o 1 1 67 1
LGC 2 L} 8 o] 2 0 2 0 0
- 3 ? 15 0 o 2 2 6 1
9,00 1.33 0.66 1.00 1.66 24.3% 0.66
1 X 5 0 0 0 p) 11 0
Lac/cn 2 P 15 3 o 0 i o o
X 10,00  1.5%0 0 0 2,00 5.5 0
Linfouas
o Hodgkin 1  F 5 3 312 8 0 1
Piverms
BFE 1 )i} 14 2 0 0 0 28 0
LCP 1K 5 1 0 027 0
_Lcp 1 N 5 1 2 3 1 18 1
PAnti-1infoctito T.

Santi-linfocito B,



68

TABLA XVIII

Perfil immunolégicc encomtrado com los conjugados fluores-
contes y la formacidm de resetas E y E3, en las células
linfoides de pacientes con LAL

Citomer-

fologfa Grupos immunolégices
No~T,No-B,ASCLAL"  No~T,Ne-B,AsCIAL~  Pre-B,AsCLAL’
Ll 3/38 ( 7.89%) 1/38 ( 2.63%) 1/38 (2.63%)
L2 12/%8 (31.58%) 5/38 (13.16%) 0/38 (0.00%)
L3 /38 ( 0,00%) o/38 ( 0,008) 1/28 (2.63%)

15/38 (39.47%)

6/38 (15,79%)

2/38 (5.26%)

», AgcraL’ B, AZCLAL™ Pre-T,AgCLAL"
1 0/38 ( 0.00%) 0/%8 (0.00%) 0/38 (0.00%)
L2 8/38 (21,05%) 1/38 (2,634) 1/38 (2.63%)
13 0/38 ( 0.00%) 0/38_ (0,008) 0/38_(0.00%)
8/38 (21.05%) 1/38 (2.6%) 1/38 (2.6%%)
T, AgcLar’ B/T,AscLALY
1l 0/38 (0.00%) 1/38 (2.63%)
12 2/38 (5.26%) 1/38 (2.6%%)
13 0/38 _(0.00%) 1/38 _(2,638)
2/38 (5,26%) 5/38 (7.90%)

Sclasificacién FAD



69

DISCUSIOYN

Quero anti-linfoeito B

Un mnarcador fencif{pico com representacidénm limitada a los limfoei
tos B serim extraomadamente til en le enumerscida, fracciomamiente y a-
nlisis de la funcidn de la podlacida de cflulas B. Ya han sido deseri-
tos heteroantisueros con especificidad para las células B, produeidoa
por inmunigacién entre esyeciss y abaorcide extenpiva con l{zeas selu-
laree no B y tumores. Algunos de estus sueros parecea defimir aloant{-
genee especificos de las células B (12), aungue varics se ham enceatirs~
do que estin, principalmente, dirigidos contra Ag del locus MLA-D (con
us PM de 29,000 y 34,000) (41,42), tanbién presentes sodre los memoci-
tos y otros tipos de cdlulas (43).

La pressncia de 1la Ig8, detesctada medismnte tinmeidn insunoflucrescen-
te, ha sido el método mds frecusntemente usado pare distismguir e 1los
linfociton B de losg linfocitos T. Sin embargo, uns cantidad isportante
de IgS, que se smcuentra sobre los linfocitos B, no ea una yarte inte-
gral de la meabrama, peroc representa IgG enlazads a través de los re-
ceptorss Fc. Para caracterizar a los Ax de los linfocites B, diferentes
de 1a Ig8, Billing y colaboradores (44) informaroa sobre ua suero de
consjo producido contra digsridos de papafina de memdranas de células
malignas de daxo humanro, el cusl parecid detectar amt{gence asocimdes a
la leuceuia; mediante pruodas de citotoxicidad dependiestes de comple-
meato, lag cdélulas de las leucemias aguda ¥y crémica fueron poaitivas,
sunque la mayorf{a de los linfocitoa normales fueron negativos. En un
estudio posterior, Billing y colaboradorss (45) deteetarcr un ant{genmo
de linfooito B humano, no caracterizado ada, medisnte otro suerc de co-
nejo producido coatra digeridos de papafaa de meadbramss de células de
bazo. El suero no abdsorbido reacciond, en los ensayos de citotoxicidad
¢ inmumofluorescemcia, com linfocitos B noranles y l1{mneas de células B,
pero no com limfocitos T normeles o linems de células T. los titulos de
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citotoxicidad contrs las células B fuerez altes, sieatras que sl misae
mers no diluido fué negativo contra lss células T, Nediante la tiaciéa
inmunofluorescente el 6 - 15% de los linfocitos mermales y ¢l 48 -~ 85%
de laa preparsciones ricas em linfocitos B fusrom positivas; gremuloci-
tes, plaguetas y glébules rojos fuerom negativoes. K1 suero reaccions,
aprexinadamente, con las ¢flulas del 70% de lea pacientes cen LAL, LaN,
13C y con 7 de 8 easos de LLC.

Ba el presente trabajo se tratf de preparar ua suere rescciosaste
centra los liafocitos B, pere as coairs leas linfeeites T, nediants in-
Jeecidn 1intravensss » um comejo de células da LLC, tipo B. Con @l f{m
de utilisar eate suers pars la identificacidm de células 3, mediante
isnussfluorescensia diresta, en sujetens nermales y en estaden de enfor-
nedad de pucientes con hemejatfas maliguns, fué necesarie averiguar su
onpeeifieidad y petensia amedisnte uns prusda de sglutizueidn sn tubo
e 37°C, com la cual se encontré ua titulo de 256, que imdics, que el
seere tuve wuas eapeacifieidad y poteneia on um raage aceptable, ¢ ses,
que ge produje una buema respuesta immunolégisa per parte del animal
immunizade, pars predueir Ae¢ conira ua deternimado ant{geas de¢ las o¢é-
1ulss 3 {tabla I). Kl snere titulado fud absorbide extensivaments para
eliminar lea Ao inespecifices, dirigides centrs Az de la especie hums-
m, Igy otros Ag linfec{iices.

Ia especificidad y potencia del suerc abserdide, y de las y-globuli-
2as de éate, yu conjugadan com el ITCP, ceairs les liafecites B, fueron
cenprodadas y evaliadas mediante diferemtes criterion, cone oatd denta-
oade on las tablas II ¥y I1XI; encentrindene em ls prueha de ishibicidan
de feruacida de resstas RAC, RA, R, RS, B, un poresntaje de imhibicidn
de fermaciéa de resetas EAC mayoer al 534, imdicando €sto, que 1o peten-
cia disminuyé levements despuéa de hader asido diluido y adserdido cea
los tejidos para volverle aliamemte especffico, o tawdidn dato puede
indicar, que 1los receptorss pars CJb son difersates de les recepterss
definidas yor el suero amti-liafoeite B; asf, la inhibvieiéa parcisl ea-
contrada puede ser resultado del impedimente estérico per ol pe, nfs
Yiem quo al bloguesmianto directo de 108 sitios recepteres de resstas,



En la evaluacidn de la especificidad y sensibilidad del conjugado
anti-linfocito B mediante immunofluorescencia directa, para obtener la
dilucién Sptimm operante, se observs fluoreccencis eapeci{fica hasta la
dilucidn 1:32, con un 108 de células de LLC fluorescentes; perc para
establecer la dilucidém 4&ptima operante, se escogil la dilucidn 1:5, en
la que existe un rango de sensibilidad adecuado, mayor al 60%, con res-
pecto a las células B; con esta dilucida se trabajs en 1la identifica-
cién de los limfocitos B, en la sangre periférica de sujetos morasles y
de pacientes con hemopatias malignas,

Bl conjugado dirigido contrs las células B parecid reconecer ua Ag
de ellas, adn no carscterizado. Kl conjugedo fué pesitive, mediante la
prueda de inzumofluorescencia directa, eom las eflulss 1infeides d¢ su-
jetos normnles, las cédlulas leucémicas de pacientes com LAl~1L), LAL-L2,
LAY~L3, LAM=Ml, LAMR-N4, LLC ¥ las cdlulas de paciemtes con linfosa nmo
Rodgkin y moncnucleonsis infecciosa (tadblas IV ¥y V); resultades positi-
vos que s¢ asemcjam eon los emncomtiredos mediamte ¢l heterosuere prepa-
rade per Billisg y colaberadores (45), lo que imdica, que el comjugado
reconocis un Ag de linfocito B normsl, el cual es expresado e las cé-
lulas B, existentes en 1la sangre de pacientes con enfermedades linfo-
proliferativas y otras antes mencionrdas. Aunque es poasidle gque el
suero aati-liafee¢ito B tuviera Ao contra Ag amseciades a la leucemia,
que son difereates de los Ac contra los 1linfocitos B mormales, puesto
que 8e utilizarom células leucézicas de LLC, tipo B, pars su prepars-
cidn,

El porceatajs de cflulas positivas obscrvadas, mediante el métedo
directo de la tdeaicn de inmunoflucrescenciz, em preparacienes com el
70 - 90% de 1imfocitos de eangre periférica de los 36 sujetos morzales,
tuvo um rungo de variacién de O - 9% (tabla IV), el cual fué inferior
al reportado por Billing y colaboradoree (45}, de 6 - 15K, obtonido me-
diante inmunofluorescencia indirecta; pero puede estar deatro de eante
TARgO0, gemeralmente acsptado para el porcontajo existente de células B
normales, tomando en cuenta la dilucién del conjugado con que se traba-
J6 y el método de inmunofluoreascemcia utilizado; pueato que #e ha com-
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probado, que con el método indirecto se obtiene una sensibilidad 5 a 10
veces mayor que con el método directo.

Estudios anteriores han demostrado que las células leucémicas de la
mayorfa de los camos de LAL, LAM y LGC/CB son células que carecen de
los marcadores B y T conocldos, tales como los receptores para Fec y €3,
la Ig8 y los receptores para gldbulos rojos de carnero (46,47). En el
presente estudio, parecs que las cflulas leucémicas de la LAL expresan
el Ag celular B, definido por el conjugado anti-linfocito B prepsrado
en el ladoratorio, as{ como, también alguaas leucemias mieloides (ta-
bla V). Un estudio de Pu y colaboradores (48) ha demostrado que la
LAL, mo-B, no-T, parece ser aguella con cf€lulas que reaceioman com el
muero sati-linfocito B, mientras que las eé6lulas de la LAL tipo T, mo
lo realisan.

No ea claro, el porque las células derivadaa de las series mieloides
eXpresen un Ag que se emcontrs sobre los linfocitos B maduros, perc uo
sebre los granulocitos maduros (tabla VI). Sin embargo, sungue el Ag es
expresade por los liafocitos B, no se ha considerado que ésto indique
necesarianente, que las leucemias nmielocf{ticas sean originarias de cd-
lulas B,

81 conjugado anti-linfocito B reaccioné con los dlastos de la LAL de
celulas 3, I¢s+, pero no com las cdlulaa T de LAL de rosetas t+, indi-
cando que el AZ celular B estd{ presente aparentements, sodre los blas-
tos de las series linfoides y mieloides (tadla VI), pero no seignifiea-
tivamente, sobre los blastes T,

Rl conjugado amnti-linfocite 3 deteotd Az de células B, pero no de
oflulas T, puesteo que reaccioné con células cen Igs’, peTo RO €on rome-
tas E*. aunque parece que el suero anti-limfociteo B no es sdélo reactivo
con la podlacién de cdlulas Igd*, no-T (ecélulas B), sino también com la
poblacion de celulas IgS , mo-T (tabla VI).

Ls wayor{a de las células de las LLC wmom de origen B (49), lo cusl
hace menos sorprendente que las c¢élulas de 7 de 8 cases cen LIC reac-
clonaran con el conjugado anti-linfocito B y que tengam el rango de po-
sitividad nds elevado, de 12 - 36X de células positivas (tabla VI), con
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respecto & otras hemopatfas xalignan; las edlulaz de LLC, negativas con
¢l conjugado anti-linfocito B, parece gus pertemecen & las LLC que eox-
prasan caracterfatican de células T. Lo anterior imdics, que diferemtes
cantidrdes a8 podlaciones de cfélules B, que soportan el Ag definide por
el conjusade anti-lirfocito B, pueden predominar em la circulscidn san-

guinea durante ol curso de uns enfermedad o trastorno limfoproliferati-
Yo,

Suere anti-limfocito T

Lan tentativas pars preparar ua suero anti-linfocito T han side 1i-
mitadas 8 los timocitos como una fuente de Ag T humanoas. Ablim y eola-
boradores (50) propararom un suero sati-timocito humsme, el cual resc-
ciond en una prueba de inmumodifusidn y en una de inmunofiuvorescencia
con un s8lo Az presente sobre lag cdlulas timicas fetmlem, perc suseate
en loa linfocitos de sangre periférica, Saith y eolabvoradores (51} wu~
tilizaron c4lulas timicas obtenides de featos y heben, con las cuales
prepararon un antisuero de conejo que causé lisis selectiva de timoci-
tom y otras células d¢ probeble origen t{mico, Todme las células sensi-
bles a este suero expresaron ur marcador antigénico designado, temtati-~
vaments por los iaveatigndores, como Ag if{mico de linfocito humamo.

Otros inveniigadores, produjorom suerae anti-timocito en diferentes
animales, incluyendo primatas {52), ¥y cada uno de estes sueros tuvo una
diferente daje reactividad en términos de citotoxicidad, imhidicidn de
formacidn de rosetas E, 2 los efectos sobre la respuesta hacia los ai-
tégenoe y 1la estimulscidn alogénieca (5%,54). Estom estudios han imdi-
cado, que la reactividad diferente del suero anti-timocito es un refle-
Jo de la heterogeneidad denire de la poblacidm de laa células T (53).
La pgituscién en el humano puede smer egquivalents en el ratém, doade el
suere dirigido contra los timocitos detectd el Ag T, y ua suero comirs
los Ag T lsuecémico y el Ag dafinido en el linfocito, ideatificd varias
subpoblaciomes snire las c€lulas T (%5,56).
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respecto a otras hemopatfas maligmam; las células de LLC, megativas con
el conjugado anti-linfocito B, parece que pertenecen & las LLC que ex-
presan caracterfaticas de células T. Lo anterior imdica, que diferemtes
cantidrdap de poblaciones de célulam B, que soportan el Ag definido por
ol conjugade anti-lirfoeito B, pueden predominar em la circulacidn san-
guf{nea durante el curao de una enfermedad o trastorno liafopreliferati-
Yo,

Suere anti~limfocito I

Las tentativas para preparar un suero sati-linfocito T ham side 1i-
nitadas & loo timocitons como una fuente de Ag T humanos, Ablim y e¢ola-
boradores (50) propararom un suero amti-timocito humamo, el cual reac-
ciond en una prueba de inmunodifusidn y en una de immunofluoreseencia
ocon un s8lo Az presents sobre las células timicas fetales, pero susente
en los linfocitos de sangre poriférica, 3Saith y colaboradores (51) u-
tilizaron células tfmicas obtenidas de fetos y bebes, com las cuales
prepararon un antisuero de consjo que causé lisis selectiva de timoci-
tos y otras células de probable origer timico. Todae las cédlulas sensi-
bles a este suero expresaron un marcador antigénico designado, temtati-
vamente por lom investigndores, como Ag tfmico de linfocito humamo,

Qtros inveatigndores, produjoron sueros anti-timocito em diferemtes
animales, incluyemdo primatos (52), y cada umo de estes sueros tuvo una
diferents baja reactividad en términos de citotoxicidad, inhibicida de
formacidn de rosetag E, a los efectos sobre 1la respuesta hacia 1los mi-
tégemos y la estimulacidn alogénica {53,54), Bstos estudios ham indi-
cado, que la reactividad diferente del suero anti-timocito es un refle-
jo de 1a heterogeneidad dentro de 1a poblaciém de lam células T (53).
Ia situmcidn en el humano puede =er equivalente en el ratdn, domde el
suero dirigido contra los timocitos detectd el Ag T, y um suero coatra
loo AZ T 1mucémico y el Ag definido en el linfocite, identificd varias
subpoblaciones entre las células T (%55,56).
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Em aflos snteriores, el suero especi{fice para las eélulas T fué pro-
dueide por primere vez, mediante heteroimmumiszacioaes con cerebro de
ratém (57), por lo que se penss, qus lo mismo podria ser €til para 1a
la preparacién de un suero anti-células T humamas. Takada y colaborado-
res (36). reportaron que el eerebro humano tieme determinantes anmtigé-
micos idénticos o muy similares & los encontrados em unm lfnea celular
Kolt timo-derivada. Brown y Greaveas (58) fabriearom un suero espec{fi-
eo para lag células T, mediants absorciones aprepiadas, pars marcar la
poblaeilén celular que fermf rosetas R con los glébulos rojos de carme-
ro, Whiteside y colaboradores (37) prepararon un suere amti-¢élulas T,”
nediante immunizacién de comejos con cerebre humamo emulsifieado con
adyuvante incompleto de Preund, el cual reacecioné, mediamte inmumofluo-
rescencia imdirecta, com los timocitos y liafecites T humamos, pero ne
com las células B,

Varios imvestigadores frasasaroen para producir un suero espec{fico
aati-cflulas T, mediante heteroimmunizacionss ocon cerebre humano, algu-
nos de ellos, fuerea los trabajos de Schlesimger y coladeradores (59) y
de Thiele y colaboradores (60). Este fracase podria ser dedido & las
diferencins en las preparaciones del cerebro y/o a los diferentes pro-
gramas de immunigacién, El uso de adyuvantes, completo o/e incompleto,
pars la imsunisacidn de los animales y las diferencias en la remctivi-
dad del suero resultamte, ilustra la difieultad. Ia distribucida y la
concentracidn de les Ag T celulares en el cerebre, puedem variar entre
los imdividuos. Adends, algumes comejes responden bien y otros pobre-
mente, en térainos de simtesis de Ao para les Ag de cerebre humamo (61).

En ol presente trabajo se traté de preparar un suere rescciomante
con loa timocitos y linfocitos T humanoa, pero no coa los limfocitos B,
mediante imyeccidn subcutdnea & um comejo de cerebro husamo emulsifica-
do com sdyuvante incomyleto de Preund. A fin de utilizar este susro pa-
ra la idemtificacién de las célulss T, mediamte immuneflueresecencia di-
recta, em sujetos normales y en pacientes com hemopatfms maligranm, fué
necesario averiguar su especificidad y potencia mediamte uma prueba de
inhibicién de formacidn de rosetas E, E3, BA, BAC y N, com la cual sme
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encontrd un porcentaje de imhibicién de formacida de rosetas R, mayor
al 69% y de ES, de um 100%, indicando ésto, que el suere tuvo uas espe-
cificidnd y potencia ea un rango aceptable, o sea, que si hube uma res-
puecta innmunolégiea por parte del animal immunizado, para predueir Ac
cortra va determinmdoc Ag de las eélulas T (tabla VII).

El sueroc preparado fué absorbido extensivameate para elimimar los Ae
mo eapecificos, dirigidos comtra Ag de la especie huzama, Ig y otres Ag
linfocfticos. La especifioidad y potencia del suero abdsorbido, y de las
¥-globulinus de éeic, y8 comjugadas con el ITCF, comtra 1las eflulss T,
fueron comprobadas y evaluadas mediante diferentem criterios, como estd
deatucado en las tablas VIII y IX; encontrdndoss em la prueba de imhi-
bicidn de formacidn de rosetas E, ua porceatsaje de inhibieidén mayor al
91% con el suero sin diluir, um 72,34% de inhidieidn oem la diluciém 1:4
¥y un 53.19% en 1la diluciém 1:128, imdieardo ésto, que su potemcia no
disainuys, despuds de haber side diluido y absorbide cen loa tejides
para volverlo altamemte especi{fico. Las imhidiciomes parciales de for-
macidn de rosetac E, emconiradas ea las pruebas anteriores, hacea supo-
mer que los receptores para los gldbulos rojoa de earmerec sen diferea-
tes de los receptores definidos por el suere anti-liafecite T; asf, 1la
inhibicidn parcial emcontrada, ads biem, pueds ser resultado del impe-
dimento estdrico por el Ac, que al bloqueoamiento directo de los sitios
receptores de roaetas,

En la evalumcidén de la ospecificidad y semsibilidad del eonjugado
enti-linfocite T mediante iawunofluorescencia direeta, para obtener 1a
dilucién Sptima operante, ss observéd fluorescencia eapecffica hasta la
diluecién 1:2, con un 3% de¢ células de LAL-L1, tipo T, positivas (te-
bla IX); por lo que Be tuvo que trabajar con el conjugado sin diluir,
en la identificacién de cdlulas T en 1la sangre perifdrica de sujotos
noraales y pacientes con hemopatims malignas,

Bl conjupado anti-linfocito T present§ una baja potencia en su valo-
racidn (tabla IX), as{ como para reaccionar con las células de laa di-
ferentes suapensiones de cdlulas linfoides, tanto de sujetos nomales
como de pacientee con hemopatfas malignas; ya que tan 8d8lo comparando
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con los resultados obtenidos por Whiteside y colaboradores (37), me-
diante inmunoflucrescencia indirects, de 70 - BO¥ de célulae positivas,
on prepsracionea de linfocitos de sangre periférica de donadores norms-
les; el rango de O - 5% de células positivas obtenido con el conjugado
es nuy pobre (tabla IV), indicando que el proceso de purificacidéan, tan-
to de los Ac como del conjugado, produjeron una disminucién en la can-
tidad de Ac especificos dirigidos contra los 1infocitos T. As{ como al
trabajar con las células linfoides, estuvo presente la limitacidn por
la disponibilidad de podlaciones de células T puras, que pudieran ser
empleadas para la comprobacidn,

Bl conjugado dirigido contra las células T parecié reconocer un Ag
de ellas, aun no caracteriszado; pero que podria ser el Ag T asociado al
cerebro, el glucolfpido asialo III. eacentrado por Nakahara y colabora-
rea (10), ol cual estd asociado con las células T o nulas de 1a LAL,
pero no con otras neoplasias linfoides y trastornos hematoldgicos.

El conjugado anti-linfocito T fud positivo, mediante la prueba de
iasunofluorescencis directa, con las células linfoides de mangre peri-
férica de sujetos normales, las células leucdmicas de pacientes con
LAL~L2, LAL-L3, LAM-Ml, LLC y las cdlulas de pacientes con linfoma no
Hodgkin (tablas IV y X); lo que indiea que el conjugado reconoci$ un Ag
de linfocito T norual, el cual ee expresado en las cdlulas T, existen-
tes en la sangre de pacientes con enfermedades linfoproliferativas y o-
tras antea mencionadas,

Estudios anteriores han demoatrado gque las células leucéaicas de la
mayoria de los camos de LAL, LAM y LGC/CPB son células que carecen de
loe marcadores T conocidos, tales como los receptores para glédulos ro-
jos de carnero y los antf{genos de células T. En el preseante trabajo,
parece que un pequefio porcentaje de las células de LAL, LAM y LIC ex-
preean el Ag celular T (tabla XI), definido por el conjugado anti-1in-
focito T que se prepard.

Ha sido enfatizado que las pruebas para la especificidad demostra-
rfan la reciprocidad y coincidencia con otros marcadores ‘de la membra-
na, tales como la Ig8, los receptores para coaplemento y glébulos rojos



7

de carnero (62). El traslapo entre las células formadoras de rosetas
con gldbulos rojos de carnero y las células, Ag T positivo, no fué com-
pleta {tabla XI); éoto indicé que diferentes cantidades de células T,
en la circulacidn sangu{nea, llevan el antigeno T o los receptores pars
glébulos rojos de carnero.

El conjugado anti-linfocitc T reaccioné con los blaastos de 1la LAL de
células T, B* y/o ES’, pero no con las células B de LAL, cona Ig&’ (ta~
bla X1), indicando que el Ag celular T estd presente, aparentemente, en
los blastos de las series linfoides, pero no, significativamente, sobre
los blestos B.

El conjugade anti-linfocito T detects, débilmente, un Ag de célu-
las T, pero no de células B, puesto que reaccioné com células B+ y/e
Bs*, aunque el conjugado no es sélo reactivo con la poblacidén de célu-
las E' y/o ES’ no-B (cflulas T), sino también com células B y/o ES ,
no~B {tabla XI).

Mo es claro el motivo por el cual las células derivadas de las se-
ries mieloides cxpresen un AL que me encontrd sobre 1los 1limfocites T
maduros, pero no sobre los granulocitos maduros (tabla X). Sin embargo,
aunque el Ag es expresado por los linfocitos T, no mecessriamente, €ato
ge ha considerado que jndique que las leucemias misloc{iicas sean ori-
ginariap de células T,

La mayorfa de las cdlulas de las LLC eon de origen B (49); sin en-
bargo, las células de la LLC, positivas con el conjugado anti-linfoci-
to T (tabla XI), indican que pertenecen & las LLC que expresan caracie-
risticas de célulam T, o sea que, los linfocitos leucémicos, a diferen-
cia de lam célulag B noruales, comparten parcadores antigénicos con los
iinfocitos T.

Los timocitos representan 1a mejor fuente de células T humanas; ain
embargo, recientes evidencias indican un alto grado de heterogensidad
entre las células T, lo gue sugiere que los timocitos constituyen s86lo
una pubpoblacién de las c€lulas T. Aa{, en la evaluacifn de la oa}eci-
ficidad, parece xfs importante demcstrar que las cdlulas B {linfocitos
que poportan Ig3 y receptores para C3#) no reaccionan con el conjugado
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anti-linfocito T, que demostrar la reactividad positiva con todas 1las
oflulaa T. No obstante, ha sido reportads gque las células T estimuladas
por mitégenos (53) y las ant{geno-sctivedas (64) pueden expresar Ig8.

Nuy poco es conocido acerca de la distriducidm cuslitativa y cuanti-~
tativa, 7 el significado funciomal de los Adiferentes Ag T en humanos.
Varias evidencias indican, por ejemplo, que los timocitos y los linfo-~
citos de sangre periférica humana poseen diferentes deterainantes T, ¥
algunos de ellos loa coxparten (52). Utilisamdo um antisuero coatrs los
Ag timicos humanos, Woody y coladoradores (53) dJdemostrarem que lss cé-
lulas linfoidea de sangre pariférica que responden a la eon-A, 188 cé-
lulas reaccicnantes en cultivo mixto de limfocitos y les células T ki-
1ler reaccionan con el amtisuero, mientras que loa linfocitos de sangre
periférica que responden & 1la PHA y al estimulante nmitogénico, y los
que producen MIF y TF, no fueron afectados en sue funcionesa medisnte el
trato con el antisuere,

Le sateriorments discutido indica, que diferentes cantidades y sud-
podlaciomes de célulma T, que soportan el Ag T definido por el comjuga-
do aati-linfocito T, aun tomardo en ocuenta asu daje potencia, pueden
predosinar en ls circulacién sanguf{nes duramte el curso de usa enferme-
ded o trsstorno linfoproliferativo.

Juere anti-TAL

1a idemtificacidén reproducidle experimentaluante, de marcadores se-
mejantss en la superficis celular de las odlulas de LAL mediamte méto-
dom inmunocldgicos, ha permitido la clasificacidn de sata hemopatin ms-
1igna en: LAL de células nulas {mo~T, no-B), LAL de cdlula comdn (no-T,
no~B, AGCLALY), LAL de células T, LAL de células pre-T, LAL de célulss
pre-B y LAL de oflulas B (4,6,40,69), Adonda Qe revelar que la LAL es
una enfermedad muy heterogdnea, tal clasificacién inmumoidgics ha pro-
bado aer de sigmificancla prondstica (4,22,46). 3in embargo, aidn la ma-
yorfa de las LAL no puoden ser claramente aaignadas a la diferenciucién
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T o B. Varios eatudios coamparativos han demostrado que el fenotipe de
estas células se aceneja al de loa progenitores 1linfétices tempranos,
demostrable raras veces en la médula OSsea y Srganos fetales (4,17). 3i
uno apume que en un paciente dado, la LAL es resultado de la prolifers-
cién do una clona saligna derivada de una séla célula, detenids en una
etapa o fase especifica de la diferenciacidén linfoide; el anfélisis de
los diferentes subgrupos de la LAL proveeria un medio de evidenciar los
marcadores de superficie que caracterizan & la diferemciacién 1linfoide
normal. '

Originalmente, el AZCLAL fué descrito como un Ag asociado & la leu-
cenia (4,65,67), y después de diversos estudios se ba postulado que es
un sarcador temprano de les células primsrias hematopoyétieas, y su ex-
presidn es, simplemente, un reflejo de la derivacidén de eatas células
salignas, do las células precursorss linfoides normales, las cuales en
eaa etaps también expresan el AgCLAL (65,66). Ne ae ha eacontredo sobre
e¢élulas sanguineas maduras nersales, pere ha sido identifieado sodre un
pequeflo porcentaje de células de hfgado fetal normsl, células linfoides
de nédula &sea normal de nifie, células de tibulo remal y glomérule de
fetos Yy adultos, células epitelianles de intestino delgado de fetes Yy
células mieloepiteliales de tSrax de adulto. Taabiéa ha side demostrado
que 108 precursores teapranos de lae células mieloides m0 expresan ol
AgCLAL (67).

La expresién del AgCLAL en los linfomae pusde ser uma aberracién de
ls diferenciacidn normal en lag células malignas, o o1 AgCLAL yuede mo
ser un sarcador de diferenciscién que sea expresado exclusivamsnte per
las células hematopoyéticas precursoras tempranas, Considerando éato,
estudios anteriores han demostrado que al ASCLAL es un miesbro de uma
familia de glucoprotef{nas (18) de la superficie celular, y las molécu-
las relacionwdas 8 el AZCLAL son expresadas sobre varims células dife-
renciadas, como también en células hesatopoyéticas mo difereaciadas. Kl
ASCLAL puede, por énto, estar relacionado a un evento de transformacidn
especf{fica o quizds puede tener un papel funcional que mo ha sido adn
identificado,
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1la mayor dificultad en 1a preparacién de antisueros especificos pars
los dlantos leucdnicos, o8 que estas célulams como sus contrapartes nor-
males, con frecuencia expresan Ag de superficie normeles de gran inmu-
nogenicided. lLos animales inmunizados reconocen estos AZ normales y
producen un antisuero carente o falto de 1la especificided deseada. Los
planteanientos para este problezs hen incluido la insunizacién de ani-
males, primero, haciéndolos tolerantes a los Ag humanos normales {38);
ol uso de primates, para reducir el ndmero de Ag espec{ficos de eape-
cie (25,39), ¥ 1a inmunizacién con célulap tumormles cubiertas o reves-
tides con Ac contra tejidos noraales (17,40). E1 suero preparado por el
primer nétodo, se ha demostrado, que es comparable con aquelloa produ~
cidos en snimales no tratados (25), mientras que ol suero preparado por
los dos &ltimos métodos, adn requiere chmorcidn intensa con tejidos hu-
manos normales paras producir la eepecificidad necesarim, [& reproduci-
»ilided y 1a disponibilided de un sueroc especifico para las célulss
leucénicas de la mayor parte de los pacieantes con LAL de células no-T,
0-B, han sido mejorades significativamente, mediante el uso de células
leucénicas no tratadas, para la inmunizaciém, y de 1{neas celulares re-
novables, para la absoreidn.

Bn el presente experimento, se tratd de preparar ua suero reaceio-
sante con los liafoblastos no-T, no~B de la LAL, pero no con los linfo-
blastos de tipo B o Z:de 1a misas, medisnte inyeccidn intravenosa de
células de LAL, inmumollgicamemte no-¥, no-B, & us conejo. Con el finm
de utilizar este suero pars la identificaciéa inmunoldgiea de célu-
las A;CLAL+, mediante immunefluorescencia directsa, em estados de enfer-
nedad de pacientes con hemopatims maliguas, fué mecesario averiguar su
‘especificidad y potemcia mediante uma prueds de aglutinacién em tubo
a 37°C, con la cusl se encontr$ un t{tulo de 64 (tadla XII), que indied
que @) heterosuero tuvo ura especificidad y potencia en um rango acep-
table, o sea, que se produjo una buena respuesta inmunoidgica por parte
del animal inaunizado, para producir Ae contra el ASCLAL. El suero ti-
tulado fué absorbido extensivamente, para elisinar 108 Ac no especi{fi-
cos dirigidos contra Ag de la especie humana, Iz y otros AZ de las 1{-



8l

neea linfoidea normales.

1a especificidad y potencia del suero absorbido, y de las p-globuli-
nas, ya conjugadas con el ITCF, conira las células no-T, no-B, MCLA‘L*
de 1a LAL, fueron comprobadas y evaluadas medisnte difereates criterios,
como estd destacado en las tables XIII y XIV; emcontriéndose en la se-
gunda pruebs de aglutinacién en tubo a 37°C, una sglutinaciém visible
en la dilucidn 1:32 y una microaglutinacidén en la dilucién 1:64., La ab.
sorcidn extensa del suaro saafti-LAL con las célulss ¥ tejidos humanos
produjo una pequefla disminucidén en e&u titulo, sin alterar su eapecifi-
cidad; indicando que las c&lulas de los tejidos usados para la absor-
cién, poseen el Ag definido por el suero anti-LAL en pequefias cantida-
des, 0 que poseen un determinamte de superficie, qufmicamente diferen-
te, pero serolégicamente, de reactivided cruzeda, o también que las cé-
lulas no poseen el Ag que es definido en una proporciénm mayor, pero po-
seen uno o mis Ag no relacionados, definidos por este msuero,

Bn la evaluacién de 1la aespecificidad y sensibilidad del conjugado
anti-IAL mediante inmunofluoreascencia directa, para obtemer la dilucién
6ptima operante, se observé fluorescencia especffica hasta 1a dilu-
cién 1:16, con un 12€ de célulae de LAL~Ll, no-T, no-B, positivas; pero
para eatablecer la dilucidn de trabajo, se escogié la dilucidn 1:3, en
la que sxiste un rango de sensibilidad adecuado, mayor al 604, con res-
pecto a las células inmunoldgicamente no-T, no-B de la 1LAL. Comn eats
dilucién se trabajé on 1a idontificacién de células no-T,m0-B, AZCLAL,
en sangre periférica de pacientes con hemopatias aslignas.

El conjugedo dirigido contra las células no-T, no-B de la LAL, pare-
ci8 recomocer al AgCLAL que en forma inicial, fuf defimido eerolégice~
mente, por Greavea y colaboradores (17) con un heterosuero de conejo
convencional, ¥y que posteriormente, se ha encontrado que es una gluco-
protef{ns con un PM de 95,000 ~ 100,000 daltons y un punto isoeldctrico
cercano a 5,2; as{ como, que se encuentra asociado, pero no integrado a
la membrana de los linfoblastos (4,18,68).

Bl conjugado anti-LAL no tifl6 las céSlulas linfoides de sangre peri-~

férica de 21 de los 36 sujetos normales, pero unoa puntos fluorescentes
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ouy débiles fueron observados en el 1-2% de las células linfoides de 15
de ellos (tabla IV); indicando la presencia de protefnas o de otros Ag
heterflogos que indujeron la produccién de Ac, que no pudieron elimi-
narse del suero y/o conjugado con la absoreién de tejidos normales.

A pesar de la especificidad del conjugado anti-LAL contra las célu-
las de un gran subgrupo de pacientes con LAL de células no-T, no-B, una
reactividad inesperada fud observada con las cSlulas de un pequeflo nd-
mero de pacientea con enfermedades clfmica, morfolézica e histoquimica-
mente diferentes (tabla X¥), El conjugado fué positivo, mediante el mé-
todo directo de la técnica de inmunofluorescencia, con las células leu-
cénicas de sangre periférica de pacientes comn ILAL-Ll, LAL~L2, LAL-LZ,
LAN-N1, LAM-M4, LAN-K5, LLC, LGC, LGC/CB y las células de pacientes con
linfoma no Hodgkin, enfermedad de Pisher-Evans, leucemia de células pe-
ludas y leucenmia crénica de megacariocitos; lo que indica que el AZCLAL
es expressdo en las células de sangre periférica de diversas enfermeda-
des linfoproliferativas y otras antes mencionadas,

Bstudios anteriores han demostrado que el AgZCLAL es expresad¢ por
las célulap leucdnicas de sproximadamente, el B80% de los pacientes con
LAL no-T, no-B, ¥ el 70-50% de los pacientes con LGC/CB (2%5). También
o8 expregado en el 10% de los casos de 1la LAL de células T y algunas
1fneas celulares derivadas de ella o del 1linfoma no Hodgkin de célu-
las T (66); en el 25% de los casos de 1linfomm de Burkitt y linfoma fo-
licular, Las 1{neas de linfoma B virus Epstein-Barr (-} pueden ser po-
pitivas tanbién, aunque las 1lineas de células B normales, transfornmadas
por virus Epstein-Barr, son negativas, En casos diegnosticados como IAL
de células pre.B, y algunos de LAL de células pre-T, también el AgCLAL
o8 expresado (4,273).

El conjugedo anti-LAL que se prepar$, discrimina casi Sptimamonte a
la LAL de l1a LAM y 1s LAL de células no-T, mo~-B, de la LAL de células T
o de células B, y puede peraitir, aunque sea en daja proporciénm, 1a i-
dentificacién de la crisis d1£stica de 1a LGC (tablas XV y XVIII). El1
tefiimiento de 1las células de LAM fuf muy débil e idemtificadble 8élo,
sobre un dajo porcentaje de ellas (tabla XVII); las cuales sOm & veces,
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dificiles de diferenciar de las célulss linfoides con el microascopic de
fluorescencia. En general, se ha creids que la adhesidn a los recepto-
reg Fc para IgG de conejo o cabra, que se encuentiran sobre la superfi-
cie celular, produce la reactividad no espscifica (70).

Bn este trabajo, se pudo 1llevar a cabo una clasificacidn de los ca-
808 con LAL en 8 gubgrupos inmunolégicos, mediante el ugso de los conju-
gedos heterdlogos, preparados contra los linfocites By 7, y las célu-
las de LAL, lidrus de marcadores B y T (tabla XVIII). Aaf, las célulan
positivas com el conjugsdo anti-linfocito T y negativas o positivas con
el an%i-LAL, caracterizean al pequofio porcentaje de los pacientes con
LAL de células T, que presentan el fenotipo l*, ls’, !’, B, 1&8,
1gIC ¥ AgCLALt {4); asl como, a las célulap de la LAL de tipo Pre-T,
que presentan B, BS , T7, B, 188", 1aIC" y ACCLAIY. Las células negu-
tivas con los conjugedos anti-linfocito B y T, pero positivas con el
anti-LAL, son tipicas de la mayorfa de los pacientes com LAL de células
no-T, no-B, AgCLAI..+ (1€1C, 183, B, B, ES, T ), como se pudo com~
prodar en el prosente tradajo, donde se encontrd que ua 39,47% de las
LAL examinsdas, pertenecen a eate subgrupo. Las células positivas con
el conjugado anti-linfocito B y megativas o positivas con el anti-LAL,
caracterizan al pequeflo porcentaje de pacientes con LAl de o‘lulnsvl.
que presentan IgI¢ , Igs*, Ia*, B%, BT, BT, 17, AgCIALY. Mientras que
las cé6lulas negativap con losa conjugados anti-limfocito B, anti-linfo-
cito T y anti~LAL, comunzente define a la LAL de células nulas (IgIC ,
1287, B, B, B3, T, +2CLAL ) o a la LAR (tablas XVI y XVIII), lo
cual puede definirse clarsmente, msi existe duda, con la ayuda de los
criterios morfolégico ¢ hiatoquimico.

La subclasificacién de la LAL, conforme a los marcadores celulares B
¥y T, ¥ su reactividad con el conjugado anti-LAL, ea relevante clinica-
mente, Las LAL de tipo T o B tienen, significativamente, peoree pronés-
ticos que las LAL, ASCIAL® (4,22,46,48,69,70).

Rxisten ciertes limitaciones para la hip6tesais concerniente a une
diferencimecifn linfoide normsl, basada en una clasificacidén antigénica

de las células leucémicas. Primeramente, 1as célulap malignas pueden
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tener una diferenciacifn aberrante y entonces, no pueden reflejer los
marcadores de superficie de las células normales. El conocimiento gue
se tiems sobre las leucemiss madurss, tales como la leucemia de células
de Sesary y LCC, indica que este fenémeno, probadblemente, no es gene-
ralmente verdadsro. En segunda, algunos de los subgrupos de 1la ILAL, en
1as series, compronden sflo a 1 o 2 pacientes; mds pacientes deben ser
eatudiados antes de que se puedan tragar firmea conclusiones mcerca de
los modelos antigénicos celulsres de los diferentes subgrupos, E1 fin
de este esquema es el de subrayar la marcada heterogeneidad de la en-
fermedad y & su vez, o8 de utilidad en la compremsidn de la maduraciéna
linfoide. En tercers, se ha comprobado que las podlaciones de células
leucémicae son, algunas veces, heterogémeas, segun lo indican los re-
sultados odtenidos {tablas IVI y XVII), lo cual podria oponerss con 1a
hipStesis de que existe una detencidén en la maduracién en un nivel ep-
pecifico de 1a diferencimcién.

Por otrs parte, diversos descudrimientos en gran cantidad de pacien-
tes con LAL de células no-T, mo-B sugierem qus estas células puedsn re-
presentar progenitores de células T, pues, adenfs de gue ee demostrd
vioquimicamente & 1la enzima timica, la irsnsferasa terminal, en 1la
1AL {40,69), una reaccién positive con el susro anti-timocito de 1las
odlulag que fuerom negativas con los gléwalos rojos de carnerc, favore-
cio 1a suposicién de uns diferencimcidn de T (4,19,35,69).

Tanbién ae sade que la leucemia es com frecuencis un procesc no es-
tdtico, pero puede desarrollarse en un determinado paciente, la evolu-
¢18n de o8 femotipos menbrasales y las anorsalidades cromozomales apo-
yan sl concepto de un procesc dinkmico de la enfermedad, Por lo tamto,
podris ser previsto que en cuslquier momento o punto dado en el tieampo,
las células en loe diferentes niveles de diferenciacién podrfam eatar
presentes en 1a médula Sses y on la circulac{dn sanguimea,

Los linfoblastos leucémicos, ya sea derivados de laa células linfoi-
des que se clonan o dan origen a otras (LAL y slgumsas de 1linfoma no
Hodgkin), o células primarias pluripotemciales {LGC/CB), eatén detemi-
das en una maduracién parcial o cospleta y mantienen una fidelidad com-
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pleta de la expresiém antigénica, que incluye el AgCLAL (65,66) ¥y es
apropisda para los compartimientos relativamente tempranca, de la dife-
renciacisn de las c€lulas T o B. Por lo tento, la interpretacién més a-
decuads de los resultados disponibles (tablams XVI y XVII), ee que den-
tro del sistema hesatopoydtico, el AZCLAL es expresado mormalznente aco-
bre las células precursoras y on células relativanente inmaduras en lass
1ineas T y B, y puede ser considerado, funcionalments, como un Ag de
diferenciacién de estan células (65),

Ei porcentaje de células reactivas con el conjugmdo anti-LAL estf
eatrechanente relacionado con el porcentaje de blastop on la sangre pe-
riférica, por lo que seria cefialado que las suestras de méduls Ssea de
sujetos rormales o pacientes con LAL en remisién, pueden contener algu-
nos linfoblastos, los cuales eon morfoldgicaments y/o citoguimicamente
indistinguibles de loe limfoblastos neopldsicos. Por lo que la reacti-
vided con el anti-LAL puede ser un dtil indicador prondatico en la de-
toccién temprans de la recai{da de ls enfermedad. Sin ewbargo, redundan-
do, los reportes recientes han indicado que una célula 1linfoide no-T,
ne-B en feto neonatal y en la médulm en regeneracién pueden tener uma
débil expresidn del AgCLAL, sugiriemdo que el AZ es producto de un gen
noraal de laa células precursoras hematopoyéticas (4); entoncea, o8 ne-
cesario tener precsucidén en la interpretacién de la reactivided del
conjugado anti-LAL con aquellas musstras celulares. Tambidn es concebi-
ble que algunos pacientes Ascm‘*, puedan llezar a ger Ascmf enda
recaida (70).

Lo anteriormente diascutide indica que difersntes cantidadea y subpo-
blacionas de células linfoidea y no linfoides, que soportan el AZCLAL
definido por el conjugado anii-LAL, pueden predominar en ls circulacidn
sanguines dursnte el curec de algunos trastornos linfoproliferstivos y
otras heropat{as sslignas; por lo que podrian correlacionarse las mani-
festaciomes clfnicas con la distribuciém de laa célulss AZCLALY en 1a
circulacién sangu{mea de los pacientes, a fin de tratar de definir como
afecta 6atc al curso y & 1A progresidn del irastorno o enfermedad,
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CONCLUSIONES

Los conjugedos dirigidos contra los Ag de los 1linfocitos B, linfoci-
tos T y las células no-T, no-B de la LAL, han sido preparsdos & par-
tir de sueros de conejos que requieren una absorcida exhaustiva, lo
cual produce la eapecificidad adecuada, y limita los tftulos y las
cantidades de conjugados que pueden ser preparados, como ha sido com~
probado en eate trabajo.

Loa‘reaultldoa obtenidos con los conjuzados anti-linfocito B y anti-
linfocito T, indicaa que éstos reconocierom, respectivamente, un ig
de linfocito B y un Ag de linfocito T morsales, 1los cuales son expre-
sados en las células de pacienteas com enfermedades linfoproliferati-
vas y otras antes mencionadas,

Kl uso de los conjugados anti-liafocito B, anti-linfocito T y anti-
LAL resultaron ser uns arma muy importante para el diagndstico de ms-
lignidades hematolégicas, pues complementaron y extendierom los méto-
dos morfolégicos e histoqufmicos empleados.

Nediante el ompleo del panel de estos conjugados y de los anti-IgS ¥

anti-IgIC se puede distimguir del 80 - 90 % de loa pacientes com LAL
de agquellos com LAM.

Los mismos comjugados resultarom ser Gtiles para diagnosticar paciea-
tes con las variantes celulares B o T, respectivamente, de la LAL.

Se eacontrd una evidencia substancial de que la mayorfs de las célu-

las leucémicas reflejam los femotipos de las células 1infiides T y B
normales, Ninguno de los marcadores de superficie identificados en

este trabajo son especificos para las célules leucémicas, puedem aer

reconocidos em las células sangui{meas morsales.

De acuerdo comn los resultados obtemnidos se puede concluir, que el
conjugedo anti-LAL pozee uza alta especificidad para ideatificar a la
LAL comén y a 1la LGC/CB de otrams hemopat{as malignas, pues produjo
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uns positivided mayor del 80X de los camos de LAL y pudo predecir la
crisis bléstica linfoide de la LGC; 1a baja positivided encontrade en
casos de LAM, LIC, LGC, linfoma no Hodgkin, leucemia de células pelu-
das y leucemia crdinica de megacariocitos aélo indica la bifenotipici-
dad de éatos padecimientos,

- Los resultados obtemidos en el presente trabajo, indican que diferenm-
tes cantidades y subpoblacionea de célulmas linfoidea que soportan los
Ag definidos por los conjugados anti-linfocito B, amti-linfocito T y
anti-LAL pueden predomimar em la circulaciém sangui{mea durante el
curso de una enfersedad o trastorno linfoproliferativo,

= Los 8 grupos diferentes encontirados em la clasificacidéa 1inmunolégica
de 1a LAL, indican que ésta estuvo limitada por la variabilidad de
de loas conjugados usados para definir a los diferentes marcadores an-
tigénicos.

~ En este trabajo se emcontird, que de lom diferentes casos de LAL estu-
diados, el grupo inmumolégico que se presents wés frecuentemente, es
el de LAL, tipo no-T, mo-B, AgCLAL’ Yy los restantes en una proporciéa
aenor,



Ac
AcGRB
AcGRC

AgCLAL
AglHL
B

¢

c3

C3b

B

BA

RAC
EFB

B3

PAB

GR

GRC

Hb

Ht

Ia

1g
1gIC
148
ITCF
LAL
LAL-L1
LAL-L2
LAL~L3
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ABREVIATURAS.

ant{gsno(s) laociado(a)'i¢1h11ppqu
anticuerpo(s) li
anticuerpo~glébulo rojo aaerG
anticuerpo-glébulo rejo de‘¢if\ T

antigeno(s) -
antfgei.o comfin asociado a: l “leucenia eguda linfobléstica
ant{zzno t{mico humano aaocia

antigeno celular B
complemento

tercer componente del coipiemehtb

fraguenio del tercer componente del conplenento
rosetns ¢spontdnens

eritrocito~anticuerpo
eritrocito~-enboceptor-cozplemento v
enfernedad ds Pisher-Evans
rosztas espontdneas & 379C

grupo Pranco-Americano-Britdnico
glébulon rojor N .
glébulos rojos de carnsro

hemoglobina

hematocrito ,
antfgeno(s) inmuno-amociado(s)
inmunoglobulina(s=) ' ~
inmunoglobulina(s) intracitoplaaméticn(u)
innunoglobulina(s) ds superficie

imotiocianato de fluoresceina

leucemia aguda linfobldsiica

leucewin aguds linfobldstica, btipo L1 (claaificacidn FAB)
loucesin aguda linfobldstica, tipo L2 (clasificacién PAB)
leucenia aguda linfobldstica, tipo L3 (clasificecién FAB)



LAN-M1
LAN-N2
LANR~N4
LAN-M5
LAN-R6
LCx
1cp
LGC
LGC/CB
LLC

N
RC

RPclgG
RPcIgM
RGR
RIE

Jeucemis aguda
leucenia aguda
leucenia aguda
leucemia sguds
leucenia aguda
leuceanis aguda
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mielobldatica

nielobléstica,
nielobldstice,
mielobléstica,
mielobldstica,
mielobldstica,

tipo M1l (clesificacién FAB)
tipo M2 (clesificacién FAB)
tipo M4 (clesificacién FAB)
tipo M5 (clapificecién FAB)
tipo M6 (claeificacién FAB)

leucenin crénica de megacariocitos
leucenin de células peludas

leucenia granulacitics crénica

leucemia granulocitica crénica em crisis dlfatica
leucenin linfoc{tica crénica
rosetas espontfneas con eritrocitos de ratén
mononucleasis infeccicea
receptor pars complemento

receptor Pc

receptor Fc pars IgG
receptor Fe para Igt
receptor para glébulos rojos
radiocinsunosnasayo

ant{geno celular T
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