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INTRODUCCION 

En términos g-enerales, la respuesta inmune de un ürganismo 
tra!s la actuación de un e·stímulo antigénico, se caI"�ctefi,za por la 
aparición de un déterminado tipo die proteínas séricas, conocidas 
CQln el nombre de anticuerposl y;'o de una¡s células sensibilizadas 
que E·egregan los d-enominauos mediadores die inmunidad celular o 
linfoquinas. 

Actualmente y gra.cias a los experimentos reahzados pm varios 
grupos de investigadores: DIXON (1), GOWANS (2, 3, .7), Mc GREGOR 
(4, 5, 6), MILLER (8 a 23), se ha proíundilzado en -el ·estudio de los 
linfocitos, estableciéndose su diferenciación en dos p'oblaciones prin­
cipales: linfocitos T y linfocitos B, los cuales tienen a su cargo las 
reacciones de inmunidad reta'rdada celular y la síntesis de anti­
cuerpos, respectivamente. 

A moda de recordatorio podemos resumir los ·conocimi-entos 
actuales en este campo· en el <!uadro siguiente: 

El hecho aC'tualmente establecido de que los linfocitos, antíge­
no sensibl-es, en presencia del mismo, sufren una serie de trans­
formacion-es bioquímicas y morfol.ógicas p�sa.ndo a célula blástica, 
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se utiliza en el laboratorio como tesrt "in vitro"" de la existencia 
de determinado o determinados antígenos, constituyendo lo que se 
conoce con el nombre de "Tlest die t11G;nSfoltrTUaJción de Los linfocitos 

O TTL" . 

. 1) En 1959, NOWELL et al. (24 a 27), demosr traron que la Phito­
hemaglrutinina (PHA), sustancia extraída de la Phaseolus vulgaris, 
capaz de aglutinar los eritrocitos humanos, inducía la transforma­
ción blástica de los linfocitoS' (28 a 31). 

Con este fin, se utili1zan en el laboratorio dos preparados de la 
misma; PHA-P y PHA-M., siendo la primera el extracto protéico y 
la segunda el mucoprotéico: Exi, sten además otra serie de extract0's 
vegetales como el Po!keweed Mito:gen (derivado de la Phytolaca 
Americarna) y la Concalnavalina A (extracto de Lens Gulinaris) que 
también inducen la transformadón blásr tica. Aldemás, toda una se­
rie de sustancia's como la taxinruestafilocócica, estreptolisina S, 11-
popolisacáridos bacterian0'S e incluso iones Hg son capaces de pro'­
Vocar al ponerse en ,contacto con l0'S! línfodt0's su pase a, célula 
blástica, incluso en ausencia de sensibilirzación previa. 

También se han empleado como agentes mitogénicos inespecí­
ficos antisue, ror s (sueros antilind'0'citarios, antialotipos, heterólogos). 
Las sustancias mitogénicas pueden ser estimulantes inespecíficos dé 
la p<Yblación T (Concanavalina A, PEA), B, (PWM , en el ratón) o 
de ambos (PWM en el hombre). 

Actualmente se tiende a cambÍar los términos de mitógeno o 
bla!strÓlgenooS por lo.s más adecuados de estimuladores o activadores; 
específicos' o inespedficos. 

2) Además de este primer grupo de estimuladores inespecífi­
cos, cabe distinguir a partir de las experiencias de PEARMAN, un se­
gundo grupo de estimuladores específicos. 

PEARMAN et al. en 1963 (313), HIRSCHHORN (3,2) y SHERK (34), d€'­
rnostra' ron que los linfodtos obtenid0's a partir de individuos tuber­
culin + sufren "in vitrd' la transformación blásti' ca al ser ,enfren­
tados a PD. Es,ta transforma' ción no tiene lugarr cuando se emplean 
individuos, tuberculosos o no, tuberculin negativos. 

Ultimamente se realizaron can éxito pruebas de transforma'ción 
linfoblástica con una amplia gama de anUgenos: protozoos, bacte-
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ria's, hongos, virus, pólenes, proteina: s diversélJs, antígenos sintéticos, 
medicamentos, sustancia: s inha,lantes, alimentos, etc. 35 ·a 46). 

La estimuladón con este tipo de agentes tiene como fin pri­
mordial la puesta en evidencia de una hipersiens1ibilidad del indi­
viduo frente a un determinado antígeno al medir una respuesta de 
tipo secundario. 

En consecuencia, el TTL podemos ·emplearlo de manera ruti­
na.ria¡ para evidenciar reacciones de hipersensibilidad a medica­
mentos, sustancias alimenticias, alérgenos inhalantes, etc. 

Técnica esta que nos da una correladón ap.roximada del 90 por 
ciento entre los resultados de la misma y la historia clínica, en el 
cai SO de sensibilidad a¡ fármacos, 47, 48). 

3} Por último, cabe destacar que otra aplicación de esta prue­
ba se conoce con el nombre de cultivol mixto de linfocitos (MLC) y 

que en líneas gene.rales consiste en el enfrentamiento de la pobla­
ción linfoide de un posible donante previamente tratada con mito­
micina o irracliación con los linfocitos del presunto receptor. En el 
caso de existir histoincompatibilidad entre ambas poblaciones ce­
lula!Tes, aipar · ece un cierto nivel de transformadón. 

Otra variante de esta última faceta, sería la: del enfrentamiento 
de oélulas tra,tadas como en el caso anterior, derivadas de tejidos 
lI1eoplásicos, con linfocitos del sujeto que la- , pélJdece y frente a las 
que también registraríamos un mayor o meno'r índice de transfor­
mación según ·el estado de respuesta inmune anti-tumo,r. 

Todas estas transformaciones blástica1s' incluyen un gran núme­
ro de cambios bioquímicos y morfológicos en el linfocito (49). Bio� 
químicamente, tras la: adición de histonas nucleares precedida de 
la síntesis de RNA mensajero, aparición de nuevos enzimas lisosó­
micos e incremento de la síntesis de DNA con posterior replicación 
celular. 

'Morfológicamente, el linfocito pasa a célula grande pironinofí­
lica, ·conocida con el nombre de linfoblasto, yendo 'acompañado con 
cambios en la cromatina nuc1ea1 r, aparición de nucleolos y subsi­
guiente mitosis (50). 

MATERIAL Y METODOS 

l.-SEPARACION DE LOS LINFOCITOS 

La separación de los linfo.citos se ef.ectúa a partir de sangre 
venosa previam·ente desfibrinada en condiciones estériles. 
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Una vez desfibrinada la sangre se mezcla con igual volumen 

de solución salina, isotónica. 

Volúmenes de 6 mI de esta sangre diluida se depositan en tu­

bos -estériles que contienen 3 mI de Picoll-Urografín. 

Los tU!bos se centrifugan durante veinte minutos a temperatura 

ambiente a 1.800 rpm en centrífuga horizontal. Los linfocitos apa­

recen en una interfase perfectamente delimitada (ver figura n.O 1), 

recogiéndose con una pipeta Pasteur. Ulteriormente se lavan x3 con 
medio de cultivo. Se cuentan y ajustan en el mismo medio a 5 X 

106/ml. 

FIG-1 

cent. 
> 

2.-PREPARACION DEL FICOLL-UROGRAFIN 

Se añade Urogra,fín (Shering') al 76 por ciento a una solución 
acuosa de Ficoll (Pharmacia) al 8 por ciento hasta lograr una den­
sidad de 10.80. Esta mezcla se estermza en autoclave. 

3.-PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO 

Se mezd8Jn: 

-; 50 mL de "Medium 199" 10 X con Earle's Salts (Gibco) 
- 450 mI de agua destila'da estéril 
- 10 mI de anti-PPLO (Gibco) 
- 12 mI de Repes 1 M (Gibco) pE = 8 

El pR del medio así preparado debe ser de 7,2 a 7,4. 



278 ARS PHARMACEUTICA 

4.-CULTIVO DE LOS LINFOCITOS 

Volúmenes de 0,1 ml de la suspensión linfO'ide se añaden a una 
serie de tubos que contienen: 

ar) so.lo mediO' de cultivo 
b) medio. de cul ti va y PHA 

c) Diluciones del alergeno en medio de cultivo: 1/1.000, 1/5.000, 
1/10.000 Y 1/50.000. 

Toda' esta serie de tubos contarán ardemás con un 10> por ciento de 
suero fetal de ternera (FCS) (66). 

La serie de tubos se montará en duplicado. 
Los tubos se incuban durante 96 hora's a 37°C. 

A partir de aquí, pueden s'eguirse doS' caminos para la lectura 
de los resultados. Por una parte, se puede estudiar la transforma­
ción blásticaJ morfológicamente o empleando, pO'r otra parte, mar­
cadO'res isotópicos. 

A} Dectur'a mmJoLógrioC1.-Bajo la acción del correspondiente 
mitógeno o. sustancia' antigénica, el linfodto sufre una transforma­
ción o célula grande pironinofílica, conocida con d nO'mbre de lin­
foblasto, pudiendo observa1rse tres tipoS' de células: 

- El típico linfocito nO'rmal de 8 a 10 micras ,de diámetro. 
- La célula blástica con diámetro de 20 a 30 micras. 

- Tipos intermedios ,de células de apariencia linfoblástica y diá-
metro entr'e 12 y 20 micras. 

El método de tinción a emplear puede ser: 

- Resuspensión de bs célulals una vez centrifugado el tubo y de-
cantado el s,obrenadante en 0,1 mI de medio de ,cultivo. 

- Agregar 0,1 mI de alzul tripán al 0,16 por ciento. 
� Incubar du.rante 10 minutos a 37°C. 
� Añadir 1 mI de cítrato sódi,co al 1 por ciento. 

- Centrifugar durante 5 minutoS' y decantar el sobrenadante. 
- Resuspender la' s células en 1 mI de metanol-al cético al 3: 1. 

Pasados 10 minutos 'centrifugar, decarntar el sobrenadante 'Y 

efectuar extensiones. 

- Tambtén pueden teñirse ra.s preparaciones con Giemsa. 

Se consideran como positivos aquellos linfocitos que presentan 
coloración eucromática, dando ,como ,resultado positivo de sensibi-
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lización frente a antíg,enos los valor-es iguales o ma'yores al 10 por 

ciento de los linfodtos contados. 

B) MétiodJo vSlotóp.iQo.-En esta variante se mide la cantidad de 

timidina o leucina 3H o C14 incorporada por las células (65). El mo� 

do operativo es el sigutente: 

- Tras �ncubar a: 37°C durante 96 horas se añade a cada tubo 2 I-tCi 

de timidina tritiada (actividad específica 20,5 Ci/mmol. The Ra­
diochemical Center. Amersham, England). 

- IncubaT nuevamente durante 12 horas a 37°C. 
- Centrifugar durante 10 minutos a: 3.000 rpm y decantar sobre-

nadante. 

- Resuspender el sedimento celular en solución salina fría. 
- Filtrar sobre filtms Whatman GFjC 2,4 cm el empleando un apa� 

rato de filtración Sail"torius acoplado a una bomba de vado. 
- Tratar el depósito celular del filtro con 20 mI de ácido tricloro-

al cétko al 5 por ciento y ,20 mI de metalnol. 
- Depositar los filtr-os en vial,es de centelleo líquido. 
- Secar durante 60 minutos a 80°C. 
- Añadir a cada vial 10 mI de líquido de centelleo (0,0379 g de 

POPOP; 22,74 g de PPO y 3,79 l de tolueno). 

- La, lectura se verifica en un contador de centelleo líquido, expre­
sándose el resultado en CPM o DPM de las que se obtiene un 

<
'
índice de transforma'CÍón. 

CPM o DPM en presencia de antígeno 
IR 

OPM d DPM sin antígeno 

En la figura n.O 2 se encuentran esquematizados los pasos prin­

�i.pales de esta técnica. 

RESULTADOS 

A modo de ejemplo se pres- entan algunos resultados obtenidos 
en nuestro laboratorio al cultiva'r linfocitos frente al PHA, penici­
Hna en suJetos no alérgicos, diversaS' sensibilizadone,s medicamen­
tosas causadas por fármacos varios" alergia:s alimenticias, alerge­
nos inhalant, es, sustancias mitogénicas específicas y frente a cé­
lulas autólo¡gals. 
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En abscisas se representélJ el logar ritmo de las diluciones em_ 
pleadas y en ordenadas el número de CPM O' Índice obtenido. 

La letra "C" repre1:ent.a el númerO' de OPM de la población 
linfoide cul.tivada s,olo en presencia de medio de cultivo. 
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CONSIDERACIONES GENERALES 

Como ya hemos ,expuesto, básicamente, el TTL nos evidencia 
la respuesta secundaria frente a un antígen'0 determinado de los 
linfocitos timo dependientes '0 bursa dependientes. 

En términos generales, cabe indicar que es ,a1c'0nsejable el evi_ 
tar todo tip'0 de ,terapia medicamentosa previa a la realización del 
test y muy ,especialmente la administración de gonod'0trofinas co­
riónicas, estrógenos, progesterona, corticoides, inmun'0supresores, 
actinomicina, hidantoinas, ouahaina, talidomida, c1oroquina, clor­
promacina, e.tc. (51 a 55) (64). 

En la práctica del TTL es preciso considerar que: 

1. Han sido utilizados diversos medios de cultivo y que el co­
nocid'0 como TC-199 está ampliamente utilizado. 

2. Generalmente se obtiene una transformación blástka re­
ducida si en el medi'0 de cultivo no se encuentra el correspondien­
te estimulante, espedfico o no. 

3. A pesar de existir distintos procedimientos para conseguir 
un cultivo puro de linfocitos, tal ·cultivo aparece como ineficaz, 
recuperándose la capacidad de respuesta de los, mismos al añadir 
macrófagos al cultivo. 

4. Además de la presencia de macrófagos en el cultivo, la 
existencia de granulodtos e �.nc1uso hematíes, no sólo no interfiere 
en la técnica, sino que hay autores que consideran que 1a siembra 
en estos últimos términos da roesultados más precisos (56, 57). Lo 
que ha dado lugar a la puesta en marcha de microtécnicas emplean­
do sangre total (58). 

5. Es conveniente realizar la técnica siempre con el mismo 
tipo de tubos, debido al hecho :de las alteraciones de la síntesis 
de DNA según ,el mayor '0 menor área de sedimentación celular 
(59, 60). 

6.-0tro dato a ,considerar es el de la cantidad de timidina' tri­
tiada utilizada. En términos .genera}.es, a medida que aumenta la 
cantidad utilizada, eúste un mayor aumento en la incorporación 
de la misma por el cultivo (61) hasta alcanzar dosis que resultan 
l.etales p,ara el mismo y en las que la incorporación de timidina 

disminuye, o no tiene lugar. Una dosis recomendable 'es la de 1 a 
2 ¡LCi por tubo (62). En lo referente al tiempo de exposición del 
cultivo a la timidina ,tritiada, algunos autores (62), C'onsideran que 
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de 4 horas es suficiente. En nuestra práctica, es prefe­
exponer los cultivos . al marcaje durante 12 horas. 

7. En lo que hace referencia a la influencia de la concentra­
de estimuladores ya sean específicos o inespecíficos, se deben 

efectuar curvas con concentraciones variables que nos darán una 

ideal más completa del funcionamiento celular, por lo que la rea­

lización de 'estas curvas r,esultan siempre aconsej.ables (63). 
En cuanto a los estimuladores específicos (antígenos) es tam­

bién necesario la utilización de diluciones varias. 
8. La utiliza'ción de suero autólogo plantea en determinados 

enfermos (proces-os autoinmunes, neoplásicos, infecciosos) la apa­
rición de una inhibición de la trans.formación, al existir factores 
séricos bloqueantes, por loO que, ,en consecuencia y a menos que 
.quieran estudiarse, s,e recomienda el empleo de FeS. 

Existen toda una serie de procesos 'que ·cursan con déficit de 
inmunidad celular y que por lo tanto darán bajos niveles de trans­
formadón (síndrome de Di-George, agammaglobulinemia ,de tipo 
suizo, neoplasias, proces-os autoinmunes, mielom,a, etc.) 

Otra s·e. rie de procesos infecciosos o víricos también producen 
una depresi' ón de la respuesta "in v.itro" de las células linfoides 
fr,ente a la estimulación (hepatitis infecciosa, rubeola, etc.) 

También existe una reducción de la tr.ans,formación en sujetos 
durante la 'etapa: post-operatoda. 

Finalmente, también se ha demostrado una pérdida en la ca­
pacidad de respuesta de los linfocitos en enfermos de edad avan­
zada y por el contraf rio, una transformación significa,tivamente au­
mentada ,en las pobladones Iinfoides de niños recién nacidos. 

Los datos y consideraciones aporta!das apuntan l'a utilidad del 
test, no sólo en el diagThóstico de hipersensibilidades farma,cológi­
ca1s o de otro tipo, sino también en el estudio de procesos deficita­
rios inmunes y patológicos va'rios (67, 68). 

RESUMEN 

Se estudió el test de transformación de linfocitos (TTL) analizán­
dose algunos de los resultados obtenidOs en sujetos no alérgicos y en­

f,ermos sensibilizados a diferentes sustancias: alergias alimenticias, aler­
gias inhalantes, sustancias nitrogenadas específicas, sensibilizaciones me­
dicamentosas y frente a células tumorales irradiadas empleando pobla­

ciones linfoides autólogas. 
Se realizan finalmente unas consideraciones generales a las técnicas. 
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SUMMARY 

The test transformation lymphocite (TTL) was studied, and the re­

sults obtained were analyzed in subjects with different substances (foods 
specific mitogens, inhalants alergens, drugs) and against irradiated tu� 
mor cells using autologous linfoide population. 

FinaUy general considerations to the technique were made. 

RÉSUMÉ 

On a étudié le test de transformation de lynphocytes (TTL� ana­

lysant plusieurs des resultats obtenus en sujets non allergiques et ma­
lades sensibilisés a differents substances: allergies alimentaires, aller­

gens inhalants, subtances mitogenes sp.écifiques, médícaments et cellules 
de tumeur irradiées employant populations lymphoides autologues. 

On effectue finalement unes ,considérations generaux de la technique. 
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