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Una de las pruebas mds utilizadas para determinar la inmunidad celular es la transfor-
macidn bléstica de los linfocitos, cuando son estimulados con fitohemaglutinina (FHA).
Algunos autores sugieren el empleo de varias dosis crecientes del mitdégeno para mejorar
la interpretacién de los resultades en el diagndstico clinico, ya que permitiria detectar
estados de inmunodeficiencias que podrian ser enmascarados por una dosis anica de
FHA de estimulacién méxima, Como la curva dosis-respuesta a la FHA parece ser una
prueba de transformacién bldstica mds completa que la estimulacidn dnica. nosotros he-
mos estudiado a un grupo de nifos sanos. con el propdsito de obtener un patrén de
referencia de respuesta inmunoldgica mediada por células. Se estudiaron 27 nifos sanos,
cuyas edades oscilaron entre 4 meses y 5 afos. Se purificaron los linfocitos de sangre
periférica por el método de centrifugacidn en gradiente de densidad. Se cultivaron los
linfocitos y se estimularon 1,5 ng, 12,5 ng. 50 wg. 200 pg de FHA y se hizo un control
sin estimular. Se incubaron durante 68 horas y se le dio un pulso con timidina tritiada
de 4 horas. Pasteriormente se lavaron y deshidrataron las muestras para ser leldas en
un contador de centelleo liquido. Los resultados obtenidos son compatibles con las cur-

vas informadas por otros autores.
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cambios morfoldgicos y bioquimicos que
se conocen con el nombre de transfor-
macidn bldstica® Mo se conoce perfec-

mulados con FHA' vy esta respuesta se
encuentra deprimida en ciertos estados
de inmunodeficiencias.*” Por esta razdn
la transformacidn bléstica de los linfoci-
tos inducida por la FHA ha tenido una
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En la mayoria de los estudios realiza-
dos se utiliza una dosis uUnica de FHA,
gue en general es la dosis médxima de
estimulacidn, la cual no parece brindar
una informacién completa para poder
definir la respuesta normal de los linfo-
citos a la FHA, porque se ha encontrado
que esta respuesta tiene wvariaciones
grandes entre los individuos sanos.®™
Por este motivo varios autores han su-
gerido que para una mejor valoracién de
los resultados se debe utilizar dosis cre-
cientes del mitdgeno, ya que brinda un
perfil mas apropiado de la respuesta de
los linfocitos a la FHA' ™

El propdsito del presente trabajo ha
sido el de obtener la curva dosis-res-
puesta a la FHA de los linfocitos de un
grupo de nifios sanos.

MATERIAL ¥ METODO

Se estudiaron 27 nifios sanos cuyas
edades oscilaron entre 4 meses y 5
afos; estos nifios fucron seleccionados
de las consultas de puericultura de los
policlinicos “Carlos J. Finlay" vy "Elpi-
dio Berovides" de Marianao, durante el
chequeo médico que se les realizd pre-
viamente a los nifos a su ingreso en los
circulos infantiles. Se tomaron de 4.5
ml de sangre venosa y se les anadid
50 U de heparina (Heparine Choay, Lab.
Choay) por ml de sangre. Se purificaron
los linfocitos mediante centrifugacidn
en gradiente de densidad con verografin
al 15%. Se lavaron 3 veces con medio
Parker y se les hizo conteo y viabilidad
con azul de trinano. Se cultivaron en ca-
da tubo 2 x 10" células vivas en 0,7 ml
de medio Parker suplementado con 15%
de suero de donantes con grupo sangui-

neo AB, 100 pg de estreptomicina/ml
y 100 U de penicilina/ml.

A cada individuo se le hicieron 5 de-
terminaciones por duplicado, a las cua-
les se les afadid respectivamente 0:
1.5; 12,5; 50 y 200 pg de fitohemagluti-
nina M [Difco Lab.). Se cultivaron a 37°C
en atmésfera himeda con 95% de aire
y 5% de CO., durante 68 horas, al cabo
de las cuales se les dio un pulso de 4
horas con 2 microCi de timidina tritiada
(Amersham). Se detuvo el pulso me-
diante enfriamiento a 4°'C y se lavé 2
veces con solucidén salina amortiguada
con fosfato a pH 7,2, A cada tubo se le
afiadit una gota de suero y 2 ml de 4ci-
do tricloroacético (ATC) al 10% y se
dejaron toda la noche a 4°C. Se lavaron
una vez méas con ATC al 10% vy dos ve-
ces con metanol. Se les afadid 0.2 ml
de hidroxido de hiamina vy se pusieron
a 7T0-80°C hasta que se disolvid el pre-
cipitado. Se pasaron a los viales de cen-
telleo mediante 2 volimenes de 5 ml de
liquido de centelleo (0,3 g de POPOP, 5
g de PPO/litro de tolueno) y se leyeron
en un espectrémetro de centelleo li-
quido.

Los resultados obtenidos en conteos
por minutos siguen una distribucion log-
normal.** Para una mayor facilidad en
el cédlculo de los estadigrafos de cada
dosis se desarrolld en el departamento
de matemdticas del CNIC un programa
en Leal-F para una computadora de pro-
positos generales CID-201 B.

RESULTADOS

Los resultados se resumen en el cua-
dro v los gréficos 1 v 2. En el gréafico 1

CUADRO

VALORES CN CONTEOS POR MINUTO (CPM) OBTENIDOS COM LAS DIFEREMTES DOSIS DE
FITOHEMAGLUTININA

ﬂ_u_‘__ _'_'_1_,5 125 50 200
Medias 20 424 aonzz 19052 18 083
Modias + 2 D3 anz2 635 4 886 33 350 32213
Medias — 2 DS 133 282 1 869 10 883 10151
D5 289 286 348 4,28 448
Indice de transfor-
maciin —_ 2.1 15 84 89
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Grafico 1

TRANSFORMACION DE LOS LINFOCITOS EN RESPUESTA A LAS DIFERENTES
CONCENTRACIONES DE FITOHEMAGLUTININA (LA DOSIS O ESTA
REPRESENTADA EN 03 ug).
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Grégico 2

CURVA DOSIS-RESPUESTA A LA FITOHEMAGLUTININA OBTENIDA

EN LOS MINOS ESTUDIADOS

-

CPM/ 2x10°
CELULAS VIVAS

A F . .

=l

| T
10 102

DOSIS FHA (pg/TUBO)

se observa la distribucién de los valo-
res promedio de las determinaciones de
cada individuo y para cada dosis. Las
lineas horizontales son los valores de
los antilog de las medias geométricas
para cada dosis.

En el cuadro se observa para cada
dosis, los valores en conteo por minuto
de los antilog de las medias *= 2 DS,
Se observa que en la dosis de 1,5 pg
existe menos dispersién y que ésta au-
menta a medida que se incrementan las
dosis.

El segundo graifico es la curva obteni-
da a partir de dosis crecientes de FHA
del grupo de nifios sanos estudiados. Se
observa que la curva asciende hasta un
méximo con la dosis de 50 pg v poste-
riormente desciende ligeramente con la
dosis mayor.
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DISCUSION

La transformacién blastoide de los lin.
focitos provocada por la FHA es una
prueba que actualmente tiene un valor
extraordinario en los estudios de la in-
munidad celular, ya que nos brinda una
informacién acerca de la capacidad ge-
neral de respuesta de los linfocitos ti-
modependientes o linfocitos T*

Existen una serie de parametros que

~pueden sufrir variaciones segln el mé-

todo utilizado para realizar la técnica de
la transformacion blastica que hacen
gue los resultados entre los diferentes
investigadores no sean iguales, asi por
ejemplo tenemos que la dosis de FHA*
el tipo de FHAY la cantidad de células
incubadas,”™ la actividad especifica de la
timidina tritiada,*® la edad del individuo"
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y hasta se ha sefalado la influencia del
ritmo circadiano,®™ deben considerarse
cuando se van a valorar los resultados.

Muchos han sido los esfuerzos por
estandarizar la técnica de transforma-
cidn blastica para obtener un criterio
gque cuantifique la respuesta normal de
los linfocitos a la FHA.'***' En general
se ha tomado como respuesta normal de
los linfocitos, aguellos valores obteni-
dos con la dosis de FHA de estimula-
cion méxima, después de tres dias de
cultive ?

La estimulacion con la dosis maxima
de FHA resulta insuficiente para poder
determinar la respuesta normal de los
linfocitos, porque la estimulacién po-
dria ser lo suficientemente grande que
no permitiera detectar estados inmuno-
deficientes que aparecen con pequefas
dosis de FHA 14

Utilizando la curva dosis-respuesta a
la FHA, ademéas de obtenerse un patrén
de respuesta en cada individuo, se uti-
lizan dosis pequefas de FHA, las cua-
les incrementan la potencia del método
y hacen posible que se detecten dife-
rentes grados de inmunodeficiencias en
las funciones del linfocito T. Se ha in-
formado, por ejemplo, que en la enfer-
medad de Hodgkin v en la ataxia-te-
langiectasia se obtienen respuestas nor-
males a las dosis de FHA de maxima es-
timulacién ¥ que no es asi cuando se
utilizan pequefias dosis de FHA

En nuestro estudio encontramos que
la curva dosis-respuesta se reproduce
como lo han descrito otros autores, El

SUMMARY

punto de maxima estimulacién se obtu-
vo con la dosis de 50 pg de FHA, va que
con la dosis de 200p la respuesta fue li-
geramente menor. No se emplearon do-
sis mayores, ya que nuestro interés ra-
dica en la deteccidn de estados de inmu-
nodeficiencias wvariables, los cuales se
detectan sobre todo en la porcidn ascen-
dente de la curva, es decir, con dosis
menores. También la menor variabilidad
de nuestros resultados la obtuvimos con
las dosis menores, especificamente con
la dosis de 1,5 ng obtuvimos una variabi-
lidad aun menor que en la de nuestros
controles, donde no estimulamos con
FHA vy se ha informado que a esta dosis
es donde se obtiene la mayor produci-
bilidad del método.**

En conclusién creemos que la curva
dosis-respuesta a la FHA es una prue-
ba que brinda una informacién més real
del grado de respuesta de los linfocitos
T que el emplec de una sola dosis de
FHA, y por tanto, nos permite una ma-
yor valoracidn de la capacidad general
de la respuesta inmunoldgica celular.
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Garcia Santana, C. A. Lymphocyte dose-response curve to phylohemagglutinin in healthy
children. Rev Cub Ped 52 5, 1980.

One of the most widely used assays to determine cellular immunity is blastic transfor-
mation of lymphocytes challenged by phytohemagglutinin (PHA). Some authors indicate
the use of several increasing doses of mitogen to improve the interpretation of results
at clinical diagnosis, since it would allow identifying immunodeficiency states that a
maximum-challenge PHA dose could conceal. Since the dose-response curve to PHA
seems to be a more complete assay of blastic transformation than a single challenge,
we have studied a healthy children population for obtaining a reference pattern of cells-
mediated immune response. 27 children, age 4 months through 5 years, were studied.
Peripheral blood lymphocytes were purified by a method of centrifugation in density
gradient. Lymphocytes were cultured and 1.5 pg: 125 pa: 50 pg: 200 ,0 of PHA were
challenged and a control was done with no challenge. They were incubated for 68 hours
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and were given a 4-hour pulse with tritiated thymidine. Then, specimens were washed
and dehydrated for reading in a fluid scintillation counter. Results are compatibie to the
curves reported by other authors.

RESUME

Garcia Santana, C. A. Courbe dose-réponse des lymphocytes & la phytohémagglutinine
chez des enfonts sains. Rev Cub Ped 52: 5, 1980.

Un des tests les plus utilisés pour déterminer l'immunité cellulaire c'est la transforma.
tion blastique des lymphoeytes, lorsquils sont stimulés par la phytohémagglutinine [PHA).
Certains auteurs suggérent I'emploi de plusieurs doses croissantes du mitogéne pour
améliorer V'interprétation des résultats dans le diagnostic clinique, car ceci permettrait
de détecter des états d'immunodéficience qui pourraient étre masqués par une dose
unigue de PHA de stimulation maximale. Puisque la courbe dose-réponse & la PHA
gsemble &tre un test de transformation blastique plus complet que la stimulation uni-
que, nous avons étudié un groupe d'enfants sains en vue d'obtenir un patron de référance
de réponse Immunologique 3 médiation cellulaire. L'étude a porté sur 27 enfants sains
igés entre 4 mois et 5 ans, Les lymphocytes du sang périphérique ont été purifiés par
la méthode de centrifugation en gradient de densité. lls ont été cultivés et stimulés
avec 1.5 ng, 125 ng, 50 ng, 200 pg de PHA; en outre, nous avons fait un controle
sana stimulation. Ils ont été incubés pendant 68 heures, et on leur a donnée une pulsion
avec thymidine tritiée de 4 heures. Ensuite, les échantillons ont été lavés et déshydratés
pour en faire la lecture au moyen d'un compteur & scintillation liguide. Les résultats
obtenus s'accordent avec les courbes rapportées par d'autres auteurs.

PESIME

Tapcua CanTada, K.A Kpusas no3a-oTBeT JuMaipiToB Ha guUTOrS
MATJIYTUH ¥ 3noﬁonuxfneTeﬁ, Rev Cub Ped 52: 5, 1930. =

Onxoft ¥3 HaxOoJNee MCTMONLIVEUMACA NPOJ N0 ONpemeNeHMy WIeTOYHO—
TO HMMYHMTETA ABIAETCA GJACTHYUSCHKOE MpeolpasoBabve JMMUAIMTOB,
KOTLa OHY CTHMyAHpYDTeA duroremarmyrummHom (OIT). HexoTopue aB
TODH NDEXTOJOTANT NPUMEHEHME DasniyHEX BO3PACTAKUWMX L03 MUTOTE
Ha ¢ LEeJbX yAyIueHVd TOJNKOBAHMA DezyNBTATOER NpK KINHMYecKol mog
TaHOBKE IMATHOS&, NOCKONBKY 2TC NOSBEOMMIC OH BHUSANTE COCTOA-
H¥Me MMMYHUTETS HeJOCTATOUHOCTH, 4YT0 MOTNO OH OHTER CKDHTO EIHHC
TReHHOR mosoft ¢IT MaxcHMANEHOTO CTAMyMpoBawma,. Taxk kKax xpUBadA
noza-oTeeT Ha OIT AmnAeTcAa npodoff GracTHMecKoro npecOpasoBaHMA
Hanolee CAORHOTO YeM eNEHOTO CTHMMYAMDCBAHMA, MH IIPOBEaH OdChe
IOBaH¥e TDYNOH SIOPOBHEX NeTell C LeJbN I'ONYYIeHMA CIIDABOYHOIO 08
paslia cpelHero HMMYHMTETHOIO OTEETA KIeTOK, Hamm OwnM Mccleno-
BaHH 27 neTeil, BO3PACT KOTOPHX KONeJancA OT 4 MecAueB Xo 5 JeT
Ewny BunenedH JuMIAINTH nDepufepudeckol KPOBM 10 METONY LEHTDH-
dyTalEy B TDANMEHTe IOTHOCTH, DHAM KYJABTHBMDOBAHEH JIMEOLNTH H
OH} OWIM CTHMyIMpoBasH gosamm I,5 s, 12,5 mr, 50 mr, 200 mr
QIT, a Tawxe OWM NDOBENEH KOHTPONL (€3 CTUMYJAMPOBAHIA, DRIN MH
KYCHPOBAHH B TedYeHMZA 658 4YacoB M OHMI J4aH CTHMYA C TPUTHARHEM TH
MUIMHOM B TeueHMy 4 4qacoB, llozze npoOH CWiy OPOMHTHY BHCYIIEHH
¢ LeJabl MX MpOYTeHHA Ha CUETYMKe MMIKOIO LeHTeNsI. llonydeHHHe
pe3yNBTATH ABIANTCA CPABIMEMM ¢ KPHBHMG, MHPODMMpOBaHHMM IpPY-
TUMM SBTODAM,
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