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Se ha demostrade que un nirerc de enfermedades es-
tan asociadas a cambios en la proporcidn de las
subpeblaciones de linfocitos T-cooperador/T-supre-
sor-citotdxico en sangre periférica o en tejlido
_(Reinhertz & Schlossmann,1980;Bach & Bach, 1981);
=»r lo tanto, el analisis cuantitativo de los di-
rentes subgrupos linfocitarios es importante pa-
poder establecer un instrumento de seguimiento
clinico. La determinacidn de los valores normales
de eatas subpoblaciones celulares en individuos.
sanos permitird obtener patrones de comparacidn-
en estudios de enfermedades parasitarias e infec-.
ciosas particulares de cada regidn geografica. Por
otra parte nuestra poblacidn esta expuesta desde
muy temprana edad y durante toda la vida a agentes
infecciosos que pudieran modificar la condicién
inmunoldgica en una forma diferente a los indivi-
duos de otras latitudes.Igualmente, en nuestro me-
dio en donde.el acceso a metodologias ¥ . equipos
complejos, como la citoflucrometria de flujo, es
limitado,
tos més simples y econdmicos. La inmunoperoxi-
dasa es un método inmunocitoguimice de alta efi-
clencia y utilizado ampliamente en la caracteriza-
¢ién celular y tisular {Van Noorden & Polak,1983).

El objetivo principal de este estudio fue esta-
blecer las variaclones inter e intra-individuos de
los diferentes subgrupos -‘linfocitarios en una
muestra representativa de individuos sanos, utili-
zando -la técnica de la inmunoperoxidasa y anti-
cuerpos monoclonales que reconocen los 'siguientes
marcadores de subpoblaciones linfocitarias, algu-
nos designados utilizando la reciente convencidn

ernacional {Bernard et al., 1984): linfocitos T

ales (CD5), linfocitos B totales (Bl), T-coope-

=Jdores (CD4) y T-supresores-citotdxicos (CD8).

Materiales v Métodos.

La caracterizacion celular se realizd en muestras
de sangre periférica obtenidas de individuos vo-
luntarios de ambos sexos, (hombres n=37, mujeres
n=35) diferentes grupos etarios y clinicamente sa-
nos. R

Las célglus mononucleares fuercn aisladas siguien-
do la técnica de BSyum (1968): se cbtuvieron 10 ml
fe sangre y se centrifugaron a 400 g por 30 min,
en un gradiente ds Ficoll-Hypaque, Se resuspendie-
ron las células mononucleares en solucidn de
Hankg. se lavaron sucesivamente tres veces; luago
del ultimo lavado se ajustaron a una concentracidn
de 5 x 10 cel/ml en RPMI 1640. Un mililitro de
ésta  suspensidn se centrifugs a 500 g por & min.,
se descarts el sobrenadante y el pellet se resus-
pendid en 200 ml de albumina bovina al 31X en
buffer fosfato salino, pH 7,2 (PBS), luego sa co-
locan 20 wl de la suspensién celular en liminas
de vidrio. Las ldminas se dejaron secar a tempera-
tura ambiente y se almacenaron a -20 °C hasta su
proceaamiento.

El procesamiente Ainmunocitoguimicoe utilizado fue

el”de la inmunoperoxidasa usando €l sistema avidi-
na-biotina (ABC) realizado de acuerdo a Hsu y col.

Recibide: 16/1/86

{1981) modificado de la siguiente manera: 1) Fija-
cidén en acetona, 10 min. 2) PBS, 5 #in. 3) anti-
cuerpo monoclonal en su dilucidn dJptima, CD5
(B36.1, dil. 1:10000), Pan B (Bl, dil. 1:5000),CD4
{OKT4, dil. 1:50), CD8 (B116.1, dil. 1:10000). 4)
PBS., 5 min. 5) anti-IgG de raton biotinilado de

caballo (Vector Labs Inc. EEUD) dil. 1:30, 15 min.
6) PBS, 5 min. 7) ABC (Vectastain kit, Vectors
Labs Inc.) 1:100, 15 min. 8) PBS, 5 min. 9) Reve-
lade por 10 min. con 90 uM H,0, ¥y el cromdgeno
Jd-amino-9-etil-carbazol (disueltc a una concentra-
cidn final de 0,88 mM en 50 mM N,N,dimetilformami-
da y buffer acetato 0,1 M, pH 5,2), 10) lavado en

H.0 ¥ 11) Contraste con metil-green y montale con
gelatina-glicerinada. Las células inmunotenidas en
rojo fueron cuantificadas bajoc el microscopio de
luz; contando un minimo de 200 células selecclona-
das aleatoriamente por lamina. ’

Resultados y Discusidn.

En los 72 individuos estudiados se obtuvieron los
siguientes valores expresados en porcentaje medic
+ desviacidn estandard: relacicn CD4/CD8 = 1,69 +
0,.25; CD4 = 61,48 %+ 10,43; CD8 = 37,61 + 8,11; CD5
= 72,64 + 9,61 y Bl = 10,24 * 4,10. Al analizar
por separado ambos sSexos, se observaron valores
significativamente mayores (p <0,005), en mujeres
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que en Yjombres en la relacicn CD4/CD8, mientras
.qus para los subgrupos CD4, CDB y CD5 los resulta-
muestran diferencias significativas, sin
embargo, para la subpcblacidn Bl positivo se obtu-
vieron valores mayores en hombres que en mujeres
(p< 0,05), (Cuadreo 1).

También se observd una diferencia similar cuando
se compararon los valores para la relacion CD4/CD8
de un mismo grupo etaric en ambos 3exos. En el
grupo etario comprendido entre los 45 y 55 anos se
se obtuvieren valores de €D5, CD4, CD8 y Bl mayo-
res en mujeres que c¢n hombres (Fig. 1). Estos re-
sultados son simllares a los obtenidos por otros
grupos de investigadores (Nagel et al., 1983;
Bongers & Bertrams, 1984; Yamakido et al., 1885),
que demuestran una variacidn en el porcentaje de
subpoblaciones linfocitarias de acuerdeo con la
edad de los individues. .

El rango de valocres encontrados en individuos nor-
males dentro de la poblacién control fud bastante
anplic para los diferentes subgrupos linfocitarios
estudiados, mostrando variaciones inter-individuos
similares a las observadas por Bongers & Bertrams
(1984). El valer de la relacicn {D4/0DB  obtenido
en este estudio y los hallazgos reclentemente re-
portados (Garraud & Moreau, 1984) para otra regidn
tropical, confirman que los valores para dicha re-

palses tropicales son mas bajos gue los

lacicdn en
encontrados en poblaciones morteamericanas. E1 au-

mento en el porcentaje observado en comparacidn
con el obtenido en otros trabajos podria atribuir-
se a la técnica de inmunotincidn utilizada,la cual
es mas sensible que la de inmunofluorescencia in-
directa (Bongers & Bertrams, 1%84). La inmunopero-
xidasa, es ademas un método que permite obtener
muestras estables por larges periodos de +tiempo,
que pueden ser analizadas por varlios observadores
utilizando equipos basicos de laboratorio.
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