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'EL TEST DE TRANSFORMACION DE LOS LINFOCITOS (TTL):
LGUNAS APLICACIONES DEL MISMO EN EL LABORATORIO
" DE ANALISIS BIOLOGICOS

C. ViabpeR (1), JoSEFINA SOLER, (1), F. EcHEVARNE (2),
J. V. Garcia CaLpEroN (2), P. A. Garcia CALDERON (2)

En términos generales, la respuesta inmune de un organismo

| tras
. aparicién de un determinado tipo de proteinas séricas, conocidas
" con el nombre de anticuerpos y/o

" que segregan los denominados mediadores de inmunidad celular o

. linfoquinas.

Actualmente y gracias a los experimentos realizados por varios

grupos de investigadores: DixoN (1), Gowans (2, 3, 7), Mc GREGOR

(4, 5, 6), MILLER (8 a 23), se ha profundizado en el estudio de los

" linfocitos, estableciéndose su diferenciacién en dos poblaciones prin-
. cipales: linfocitos T y linfocitos B, los cuales tienen a su cargo las

reacciones de inmunidad retardada

. cuerpos, respectivamente.

A modo de recordatorio podemos resumir los conocimientos
actuales en este campo en el cuadro siguiente:

El hecho actualmente establecido de que los linfocitos, antige-
no sensibles,
formaciones
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utiliza en el laboratorio como test “in vitro”” de la existencia
determinado o determinados antigenos, constituyendo lo que se
noce con el nombre de “Test de transformiacion

TTL”.

Sustancias activadoras o estimuladoras

1) En 1959, NoweLL et al. (24 a 27), demos

rhemaglrutinina (PHA), sustancia extraida de la Phaseolus vulgaris,
- capaz de aglutinar los eritrocitos humanos, inducia la transforma-
;"C‘ién blastica de los linfocitos (28 a 31).

‘ Con este fin, se utilizan en el laboratcrio dos preparados de la
finlsma PHA-P y PHA-M, siendo la primera el extracto protéico y
la segunda el mucoprotéico. Exi

vegetales como el Pokeweed

Americana) aig

también inducen la transformacién blas

' rie de sustancias como la toxina estafilocécica, estreptolisina S, li-
. popolisacaridos bacterianos e incluso iones Hg son capaces de pro-
. vocar al ponerse en contacto con los linfocitos su pase a célula
. blastica, incluso en ausencia de sensibilizacién previa.

También se han empleado como agentes mitogénicos inespeci-
- ficos antisue

- Las sustancias mitogénicas pueden ser estimulantes inespecificos de
la poblacién T (Concanavalina A, PHA), B, (PWM

de ambos (PWM en el hombre).

Actualmente se tiende a cambiar los términos de mitdgeno o
. blastégenos
especificos o inespecificos.

2) Ademés de este primer grupo de estlmuladores inespecifi-
cos, cabe distinguir a partir de las experiencias de PEARMAN, un se-
gundo grupo de estimuladores especificos.

PearmaNn et al. en 1963 (33), HIRSCHHORN (32) y SHERK (34), de-
mostra :
culin + sufren “in vitro” la transformacion blasti
tados a PD. Esta
individuos, tuberculosos o no, tuberculin negativos.

Ultimamente se realizaron con éxito pruebas de transformacion
linfoblastica con una amplia gama de antigenos: protozoos, bacte-
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rias, hongos, virus, poélenes, proteina
medicamentos, sustancia

La estimulacién con este tipo de agentes tiene como fin pri-
mordial la puesta en evidencia de wuna hipersensibilidad del indi-
viduo frente a un determinado antigeno al medir una respuesta de
tipo secundario.

En consecuencia, el TTL podemos emplearlo de manera ruti-
naria
mentos, sustancias alimenticias, alérgenos inhalantes, etc.

Técnica esta que nos da una correlacién aproximada del 90 por
ciento entre los resultados de la misma y la historia clinica, en el
ca

3) Por ultimo, cabe destacar que otra aplicaciéon de esta prue-
ba se conoce con el nombre de cultivo mixto de linfocitos (MLC) y
que en lineas generales consiste en el enfrentamiento de la pobla-
cién linfoide de un posible donante previamente tratada con mite-
micina o irradiaciéon con los linfocitos del presunto receptor. En el
caso de existir histoincompatibilidad entre ambas poblaciones ce-
lulares, apar

Otra variante de esta ultima faceta, seria la
de células tratadas como en el caso anterior, derivadas de tejidos
neoplasicos, con linfocitos del sujeto que la
que también registrariamos un mayor o menor indice de transfor-
macién segun el estado de respuesta inmune anti-tumor.

Todas estas transformaciones blasticas incluyen un gran nume-
ro de cambios bioquimicos y morfolégicos en el linfocito (49). Bio-
quimicamente, tras la adicién de histonas nucleares precedida de
la sintesis de RNA mensajero, aparicion de nuevos enzimas lisosé-
micos e incremento de la sintesis de DNA con posterior replicacion
celular.

‘Morfolégicamente, el linfocito pasa a célula grande pironinofi-
lica, conocida con el nombre de linfoblasto, yendo acompanado con
cambios en la cromatina nuclea
guiente mitosis (50).

MATERIAL Y METODOS
1.—SEPARACION DE LOS LINFOCITOS

La separacién de los linfocitos se efectua a partir de sangre
venosa previamente desfibrinada en condiciones estériles.
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.~ Una vez desfibrinada la sangre se mezcla con igual volumen
'-e solucion salina isot6nica.

' Voltmenes de 6 ml de esta sangre diluida se depositan en tu-
'bos estériles que contienen 3 ml de Picoll-Urografin.

Los tubos se centrifugan durante veinte minutos a temperatura
mbiente a 1.800 rpm en centrifuga horizontal. Los linfocitos apa-
ecen en una interfase perfectamente delimitada (ver figura n.° 1),
lrecogiéndose con una pipeta Pasteur. Ulteriormente se lavan x3 con
" medio de cultivo. Se cuentan y ajustan en el mismo medio a 5 X

FIG-1

2| cent.
S“’ a:oo;° A -
2053 =L
s e—N
PF—> . D —E

2.—PREPARACION DEL FicoLL-UROGRAFIN

| Se afiade Urografin (Shering) al 76 por ciento a una solucién
. acuosa de Ficoll (Pharmacia) al 8 por ciento hasta lograr una den-
. sidad de 10.80. Esta mezcla se esteriliza en autoclave.

. 3.—PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO

Se mezelan:

. — 50 ml de “Medium 199” 10 X con Earle’s Salts (Gibco)
— 450 ml de agua destilada estéril

. — 10 ml de anti-PPLO (Gibco)
— 12 ml de Hepes 1 M (Gibco) pH = 8

El pH del medio asi preparado debe ser de 7,2 a 7,4.
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4, —CULTIVO DE LOS LINFOCITOS

Volumenes de 0,1 ml de la suspension linfoide

serie de tubos que contienen:

a) solo

b) medio de cultivo y PHA

¢) 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 contardn ademés con un 10 por ciento de
suero fetal de ternera (FCS) (66).

La serie de tubos se montara en duplicado.

Los tubos se incuban durante 96 horas a 37°C.

A partir de aqui, pueden seguirse
de los resultados. Por una parte, se puede estudiar la transforma-
cién blastica morfolégicamente o empleando, por otra parte, mar-
cadores

A) Lectura morfoldgice.—Bajo la accion del correspondiente
mitégeno o sustancia antigénica, el linfocito sufre una transforma-
cién o célula grande pironinofilica, conocida con el nombre de lin-
foblasto, pudiendo observarse

— El tipico linfocito normal de 8 a 10 micras de didmetro.

— La célula blastica con diametro de 20 a 30 micras.

— Tipos intermedios de células de apariencia linfoblastica y dia-
metro entre 12 y 20 micras.
El método de tincidon a emplear puede ser:

— Resuspension de las células una vez centrifugado el tubo y de-
cantado el sobrenadante en 0,1 ml de medio de cultivo.
— Agregar 0,1 ml de azul tripan al 0,16 por ciento.
— Incubar durante 10 minutos a 37°C.
— Ariadir 1 ml de citrato sédico al 1 por ciento.
— Centrifugar durante 5 minutos y decantar el sobrenadante.
— Resuspender la
Pasados 10 minutos centrifugar, decantar
efectuar extensiones.
— También pueden tefniirse las preparaciones con Giemsa.
Se consideran como positivos aquellos linfocitos que presentan
coloracién eucromatica, dando como resultado positivo de sensibi-
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izacion frente a antigenos los valores
iento de los linfocitos contados.

‘ B) Meétodo isotépico.—En esta variante se mide la cantidad de
'timidina o leucina 3H o C!¢ incorporada por las células (65). El mo-~
o operativo es €l siguiente:

— Tras incubar g 37°C durante 96 horas se afiade a cada tubo 2 uCi
de timidina tritiada (actividad especifica 20,5 Ci/mmol. The Ra-
diochemical Center. Amersham, England).

' — Incubar nuevamente durante 12 horas a 37°C.

— Centrifugar durante 10 minutos a 3.000 rpm y decantar sobre-
nadante.

— Resuspender el sedimento celular en solucién salina fria.

— Filtrar sobre filtros Whatman GF/C 2,4 cm @ empleando un apa-
rato de filtracion Sartorius acoplado a una bomba de vacio.

— Tratar el depodsito celular del filtro con 20 ml de acido tricloro-

i a

 — Depositar los filtros

— Secar durante 60 minutos a 80°C.

— Anadir a cada vial 10 ml de liquido de centelleo (0,0379 g de
POPOP; 22,74 g de PPO y 3,79 1 de tolueno).

— La lectura se verifica en un contador de centelleo liquido, expre-

sandose el resultado en CPM o DPM de las que se obtiene un

‘indice de transformacion.

CPM o DPM en presencia de antigeno
) IR =
7 CPM o DPM sin antigeno

En la figura n.° 2 se encuentran esquematizados los pasos prin-
cipales de esta técnica.

RESULTADOS

i R =

A modo de ejemplo se pres ‘
en nuestro laboratorio al cultivar linfocitos frente a PHA, penici-
lina en sujetos no alérgicos, diversas sensibilizaciones medicamen-
tosas causadas por farmacos varios, alergias alimenticias, alerge-
nos inhalant
lulas autodlogas.
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En abscisas se representa el loga
pleadas y en ordenadas el numero de CPM o indice obtenido.

La letra “C” representa
linfoide cultivada

FIE 2

LERR
3
100
10 peNICILINA
70 o
': L
z s
(&}
220
s
Z5 | ek UL L T : ! 3 % 38 sc
L G A i 7 3 3 5

DIL
Ly Ly+PHA TR e et et b £ s

e dr un urvpa G linlociion @v aiision Aormales hanie o la aciivecién aon mrOA,



PENICILINA

oG

1

[A

| Ruspuestas obienidas af culivar finfoclios o suieio

2 g
LOG. DIL.

Rospuestns obiénicas ® culiivar linfoclios de wulera  alérgico 8 la Penlcilina.

ESTREPTOMICINA

oC.

1 ) =1

3
LOG. DIL.

sléraica

a In Esireplomida,

MARISCOS o
LECHE

x

Mm%l

2 3
LOG. DIL.

Reacclon ldrolca alimeniarls postiva a lo mariscos (0] y negsiiva (X) o la locha de
vaca.

1

“

CANDIDINA

Ly C.

INDEX =

1 2 3
LOG. DIL.

wsbania o ln eatimutecisn wepeclilen con Candidina,

ARS PHARMACEUTICA

CeM <103
wn

CPM 10

281

2 ASPIRINA
o PIRAZOLONA

1

o
2

3
LOG. DIL.

Ruspuasias ooonides a) culiiver Iinfoclies de sulsio alérgico o 1a Aspirina.
Tarmbién I del miamo sujeio (renie a la Pirazolons on In que claraments obsarvamos su
noguilvidon,

10

«

“f

2 3 Z
LOG DIL

Respusatan obienides al culiivar linoclion de sujelo aidrglco & 8,4

1

" ASMATICOS o
GCONTROL X

Q
(]
00

(0]
>><<>2<><

o [0}

)
s )
Io) oX o
%0y |o
NI

o

o

POLVO

ACAROS
(DERMPH. SR)

1:Ly+C.TUFCS
2:Ly+C.TU+SUERO AUT.

L]
o 2 o
2
o2
X:1
X=2
N8 SA MM

» (N@), sarcome (4]
A (1) 7 con (3] evmrn

b3

jo



282 ARS PHARMACEUTICA
CONSIDERACIONES GENERALES

Como ya hemos expuesto,
la respuesta secundaria frente a un antigeno determinado de los
linfocitos timo dependientes o bursa dependientes.

En términos generales, cabe indicar que es aconsejable
tar todo tipo de terapia medicamentosa previa a la realizacién del
test y muy especialmente
ribnicas, estrégenos, progesterona, corticoides, inmunosupresores,
actinomicina, hidantoinas, ouabaina, talidomida, cloroquina, clor-
promacina, etc. (51 a 55) (64).

En la practica del TTL es preciso considerar que:

1. Han sido utilizados diversos medios de cultivo y que el co-
nocido como TC-199 estd ampliamente utilizado.

2. Generalmente se obtiene una transformacién blastica re-
ducida si en el medio de cultivo no se encuentra el correspondien-
te estimulante, especifico o no.

3. A pesar de existir distintos procedimientos para conseguir
un cultivo puro de linfocitos, tal cultivo aparece como ineficaz,
recuperdndose la capacidad de respuesta de los mismos al anadir
macrofagos al cultivo.

4. Ademas de la presencia de macréfagos en el cultivo, la
existencia
en la técnica, sino que hay autores que consideran que la siembra
en estos ultimos términos da resultados mas 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 sintesis
de DNA segun el
(59, 60).

6.—Otro dato a considerar es el de la cantidad de timidina tri-
tiada utilizada. En términos generales,
cantidad utilizada, existe un mayor aumento en la incorporacién
de la misma por el cultivo (61) hasta alcanzar dosis que resultan
letales para el mismo y en las que la incorporacién de timidina
disminuye, o no tiene lugar. Una dosis recomendable es la de 1 a
2 pCi por tubo (62). En lo referente al tiempo de exposicion del
cultivo a la timidina tritiada, algunos autores (62), consideran
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7. En lo que hace referencia a la influencia de la concentra-
n de estimuladores ya sean especificos o inespecificos, se deben
efectuar curvas con concentraciones variables que nos daran una

. En cuanto a los estimuladores especificos (antigenos) es tam-
bién necesario la utilizacién de diluciones varias.
8. La utilizacion

riciéon de una inhibicion de la transformacién, al existir factores
éricos bloqueantes, por lo que, en consecuencia y a menos que
‘ quieran
Existen toda una serie de procesos que cursan
inmunidad celular y que por lo tanto daran bajos niveles de trans-
. formacién (sindrome de Di-George, agammaglobulinemia de tipo
' suizo, neoplasias, procesos
' Otra se
" una depresi
frente

También existe una reducciéon de la transformacién en sujetos
durante la etapa
/ 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 contra
mentada en las poblaciones linfoides de nifios recién nacidos.
‘ Los datos y consideraciones aportadas
' test, no s6lo en el diagnéstico
cas
rios inmunes y patolégicos varios (67, 68).

RESUMEN

Se estudi6 el test de transformacién de linfocitos (TTL) analizdn-
dose algunos de los resultados obtenidos en sujetos no alérgicos y en-
fermos sensibilizados a diferentes sustancias: alergias alimenticias, aler-
gias inhalantes, sustancias nitrogenadas especificas, sensibilizaciones me-
dicamentosas y frente a células tumorales irradiadas empleando pobla-
ciones linfoides autélogas.

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, druzs) and against irradiated tu-

mor cells using autologous linfoide population.
Finally general considerations to the technique were made.

RESUME

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:
gens inhalants,

allergies alimentaires, aller-
subtances mitogenes scécifiques, médicaments et cellules

de tumeur irradiées employant populations lymphoides autologues.
On effectue finalement unes considérations generaux de la technique.
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