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RESUMEN: En este segundo articulo sobre las pruebas inmunoldgicas e inmunohistoquimicas utilizadas en Medicina Bucal,
se revisan los métodos de deteccidon de antigenos o anticuerpos especificos de diversas enfermedades no necesariamente
autoinmunes, también las técnicas de identificacion de linfocitos T o B, los analisis de las funciones efectoras de los linfocitos,
las pruebas de inmunofluorescencia y algunos tests diagnésticos especificos.
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ABSTRACT: In this second article about the immunological and immunohystochemistry techniques in Oral Medicine, we review
the methods for the detection of the specific antigens or antibodies in several diseases that are not always related to autoimmunity,
the identification thechniques of T or B lymphocytes and the analysis of its functions, the immunofluorescence tests and several

specific diagnostic tests.
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METODOS PARA LA DETECCION Y ESTIMACION DE Ag o Ac ESPECIFICOS

a) Tests serologicos

Se utilizan de forma especifica en la deteccidn de Ac,
por ejemplo, los que se producen como respuesta a una
infeccion. Este tipo de pruebas —mds simplificadas—,
se realizan rutinariamente en un considerable nimero de
laboratorios .

En las reacciones de aglutinacion el Ag es parte de
la superficie de algin material particulado como un
eritrocito, una bacteria o una particula inorganica (por
ejemplo, litex de poliestireno). El Ac afadido a una
suspension de estas particulas se combina con el Ag de
superficie y las une para formar agregados visibles o
aglutinados (Esquema 1). Mientas que el enlace cruzado
de Ag proteicos multivalentes con Ac lleva a la preci-
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pitacién, el enlace cruzado de células o particulas vo-
luminosas con Ac dirigidos contra Ag de superficie,
lleva a la aglutinacién 23439,

- En su forma mds simple, las pruebas de aglutinacion
se realizan en tubos de ensayo de fondo redondo o en
cubetas de plaquetas de plastico en pozos redondeados,
realizandose diluciones de antisuerp en los tubos (sin
diluir, 1:2, 1:4, 1:8, etc...). Luego, se afiade el Ag
particulado dejandose incubar; la aglutinacién se obser-
va en el fondo de los tubos. El dltimo tubo que muestra
aglutinacidn visible, es el punto final de la prueba y la
dilucidn del antisuero en este tubo se conoce como fitulo
del antisuero, y es una medida del mimero de unidades
de Ac por unidad de volumen del suero; por ejemplo,
si el punto final de una prueba ocurre en la dilucién 1/
256 del antisuero, el titulo es de 256 unidades de Ac por
ml de suero (3349,

La aglutinacidn es la técnica bésica en la tipificacion
de los grupos sanguineos A, B, AB y 0 de los eritrocitos.
Las particulas inertes como el litex y los eritrocitos

recubiertos con diversos Ag, se emplean en diversas
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pruebas de diagnéstico hormonal; otra prueba de agluti-
nacién de uso extenso es la reaccién de Paul-Bunnell, para
el diagnéstico de la mononucleosis infecciosa. Cuando
estas pruebas utilizan eritrocitos, la técnica se denomina
hemaglutinacion .

Algunas de estas pruebas se basan en la inkibicién de
la aglutinacién, inducida por Ac de las particulas recubier-
tas, y agregando las muestra problema con Ja hormona que
se estudia (Esquema 2). Ciertos virus, por ejemplo los
mixovirus —que causan las paperas—, tienen la propiedad
de producir hemaglutinacion. La inhibicién de la hema-
glutinacién por el Ac del suero del paciente, €s un pro-
cedimiento habitual en el diagnéstico de otras enfermeda-
des virales como influenza, parainfluenza, reovirus y
muchos enterovirus. Estas pruebas son muy valiosas de-
bido a su extrema especificidad y a la capacidad de dis-
tinguir Ac de varias subcepas y variantes del virus, las
cuales no se distinguen en pruebas de Fijacion de com-

plemento, que comentaremos seguidamente 3.

: La presencia de la globulina-Ac en un eritrocito, en
muchas ocasiones no conduce a una aglutinacién directa
de las células. Sin embargo, es posible demostrar que los
eritrocitos estdn recubiertos por el Ac usando un suero
antiglobulina (Esquema 3). Esta es la base de la prueba
de Cooms, de amplia utilizaci6n en las pruebas serologi-
cas®™®._El empleo de Ac del tipo Ig M con cinco lugares
de enlace, hace que resulten més efectivos como agentes
aglutinantes respecto a las Ig G con sélo dos posibilidades
de enlace.

Las pruebas de fijacion del complemento se basan en
el hecho de que un Ac al combinarse con un Ag, es capaz
de activar el sistema de complemento (C’). Con la mayor
parte de los Ag, la reaccion del sistema de C’ con el
complejo Ag-Ac, no causa por s{ sola un efecto visible,
y es necesario usar un indicador que consiste en eritrocitos

de camnero recubiertos con Ac-antieritrocitos. El C’ tiene-
la propiedad de lisar las células recubiertas con Ac. En.

un andlisis, primero se mezcla el Ac, el C’ y el Ag, y tras
un periodo de incubacién, se agrega el indicador compues-
to por eritrocitos de camero recubiertos de Ac. Sin em-
bargo, como durante el periodo de incubacién el C’ es
captado por el complejo Ag-Ac original, no estd disponible
para lisar a los eritrocitos. Por lo tanto, una prueba positiva
de fijacién de C’ esti indicada por la ausencia de lisis de
los eritrocitos, en tanto que en una negativa —donde hay
C’ sin usar— se observard hemolisis © (Esquema 4). Asi,
la medicién mas simple consiste en determinar la concen-
tracion de suero que produce la lisis del 50% de una
preparacion estandarizada de eritrocitos sensibilizados con
Ac; se lleva a cabq en tubos o micropocillos, mediante la
técnica de hemolisis radial simple, similar a la inmuno-
difusion radial simple (7).

Esta prueba se emplea como una forma de demostrar

la presencia de un Ac particular en un suero, por ejemplo

el Ac de Wasermann en la sifilis; sin embargo, en el
diagnostico de esta enfermedad, esta técnica ha sido re-
emplazada en gran parte por el andlisis del Ac-antitrepo-
nema fluorescente absorbido (FTA-ABS) que es muy
especifico y sensible, pudiendo detectar al Ac en todas las
etapas de la infeccion sifilitica; el ELISA es util para
aplicaciones en gran escala en la serologfa luética. No
obstante, la fijacién del C’ tiene un uso extenso en la
identificacién de Ag virales. Las pruebas de fijacién del
C’ se emplean en estudios de rutina para detectar virus en

cultivos de tejido, que han sido inoculados con muestras
de sangre, o de liquidos tisulares de seres humanos con
infecciones virales probables. En ocasiones, se encuentran
reacciones falsamente positivas en la lepra, 1a tuberculosis,
la mononucleosis infecciosa y otras enfermedades febriles,
asi como en el lupus eritematoso diseminado y en la artritis
reumatoide 9.

Los componentes individuales del sistema de C’,
pueden medirse por separado para determinar su nivel total
o funcional. Los niveles totales de C’ suelen medirse por
RIA o por ELISA. Los niveles funcionales se determinan
en andlisis ajustados para cada componente, prepardndose
mezclas de hematies sensibilizados a los que se suman
todos los componentes requeridos para su lisis, excepto el
que se quiere investigar 7,

b) Citometria o citofluorografia de flujo

Se emplea para identificar Ag de determinadas células
en suspensién. Es til para la clasificacién de c€lulas
neopldsicas de los procesos linfoproliferativos %, asf
como para el diagndstico de inmunodeficiencias, tanto
primarias como adquiridas, por ejemplo el SIDA. Las
células de la muestra se incuban y tifien con Ac fluores-
centes especificos. Se hace pasar estas células incubadas
por un haz de rayos ldser. Un detector colocado perpen-
dicularmente a este haz, recoge la intensidad de la sefial,
mientras otro registra el tamaio de las células por disper-
sién del rayo de luz. Puede medirse ademas del tamaiio,
la cantidad de cromatina nuclear y la reactividad de los
receptores antigénicos de superficie con los Ac fluorescen-
tes unidos-a las células, mediante un sisterna de contaje
celular conectado a un computador #6710,

Con la utilizacién de Ac monoclonales, esta técnica
permite la deteccién de Ag presentes en las membranas
celulares, que definen la estirpe celular y el estadio de
diferenciacién en que se hallan. Muchos Ag de c€lulas T
pueden ser considerados como Ag de diferenciacién. La
nomenclatura que se emplea para ellos varia segin el
investigador y el suministrador comercial de los corres-
pondientes antisueros. Se considera, en general, que varios
de los Ag, definen subpoblaciones funcionales de linfo-
citos, por ejemplo, las células colaboradoras (T,) o las
supresoras (Tg). Es posible que algunos de estos Ag no
sean tan funcionalmente distintos como en un principio se
penso, pero la relacién entre c€lulas definidas por Ag
colaboradores (T,) y supresores (T;) ha probado su utilidad
en la valoracién de determinadas enfermedades, como es
el caso del SIDA y el Lupus Eritematoso Diseminado
(LED). Las células T,y T; pueden medirse marcando
primero las células T con Ac monoclonales marcados con
fluoresceina y contarlas después al microscopio, o con
citometria de flujo. El recuento celular permite el andlisis
de sangre completa y de las células aisladas, ademds del
de pequefias poblaciones celulares, con mayor facilidad y
precision. También pueden utilizarse los Ac monoclonales
en tejidos tras marcar dichos Ac con enzimas Y,

Segiin una ampliacién reciente de la técnica de ci-
tofluorografia, las células ligeramente fijadas con glu-
taraldehido, se tornan permeables al Ac, de manera que
los Ag intracelulares pueden ser captados por Ac fluo-
rescentes. El advenimiento de la fluorescencia tricolor,
permite visualizar una combinacién de tres Ag super-
ficiales y/o intracelulares distintos, individualmente en
cada célula @,



e

TRABAJOS ORIGINALES

Ac antieritrocitario IsM

Esquema 1
Reaccion de aglutinacion

O
Molécaias de hormona “‘} v

No hay agiutinacién

Esquema 2
Inhibicion de la aglutinacién

Ac antieritrocitos
combinado con el Ag
Megmdonhsuperﬁuecdnlar

Esquema 3
Prueba de Coombs
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IDENTIFICACION DE LINFOCITOS T o B

Estas pruebas dependen de las caracteristicas inmu-
nolégicas y de las diferencias ultraestructurales entre los
dos tipos de linfocitos (Esquema 5) 2*'?, A menudo estos
tests utilizan células previamente sensibilizadas, por
ejemplo, linfocitos T previamente sensibilizados a los
Ag de superficie de los eritrocitos ", Actualmente, se
dispone de métodos para separar un gran nimero de
linfocitos y las subpoblaciones especificas de éstos
como es la separacion por gradiente de densidades, la
formacién de rosetas y la recoleccién de placas.

La separacién por gradiente de densidades se basa
en la diferencia de densidades de los linfocitos, en com-
paracién con otras poblaciones celulares y se emplea
para aislar la mayoria de los linfocitos de la sangre. La
formacion de rosetas y la recoleccion en placas se usan
para aislar subpoblaciones linfocitarias. Un método para
preparar linfocitos se basa en la elaboracién de lineas
antigenoespecificas de células T, que pueden propagarse
durante un largo periodo ?.

ANALISIS DE LAS FUNCIONES EFECTORAS DE LOS LINFOCITOS

Las principales funciones efectoras de los linfocitos
comprenden la produccién de Ac, la estimulacién lin-
focitaria, la produccién de linfocinas, la citotoxidad y,
mediante las células T, la cooperacion y la supresién.
Como anilisis in vivo de la funcién, puede utilizarse las
pruebas cutdneas de hipersensibilidad retardada.

a) Células productoras de Ac (linfocitos B)

Se miden por andlisis celular de formacién de pla-
cas. Se valoran las células productoras de Ac al mezclar
la poblacidn problema, —en la que supuestamente exis-
ten tales células— con hematies sensibilizados con el Ag
especifico. Tras la incubacion, los hematies que rodean
a las células secretoras de Ac, quedan revestidas de Ac
y pueden ser lisadas al afiadir complemento. Con una
modificacion de esta misma técnica, es posible identi-
ficar separadamente a las células productoras de IgG e
IgM especificas para un antigeno, asf como averiguar el
nimero total de células productoras de Ac. Es posible
también la identificacién de células productoras de Ac
mediante su siembra en una placa revestida de Ag, que
luego se procesa como para un ELISA. Las células
productoras de Ac depositan éste a su alrededor sobre
las placas, pudiéndose visualizar como un pequeiio
punto coloreado, por la adicién de cromdgeno (andlisis
de micropuntos) ™,

b) Tests de transformacion linfocitica o blastica
(TLT) (linfocitos T)

En ellos se valora in vitro la capacidad funcional o
de respuesta de los linfocitos de un individuo, midiendo
la transformacién de linfocitos T sensibilizados a linfo-
blastos o inmunoblastos T, al estimularlos con Ag es-
pecificos, mediante técnicas ficiles. La mas utilizada es
la respuesta a las lectinas vegetales, como la fitohema-
glutinina (PHA); se cultivan linfocitos con diversas
concentraciones de PHA, valordndose la proliferacién
de los mismos a los 3 y 7 dias, contando la transforma-
cién de células T en células blasticas por observacién
morfolégica en un microscopio o midiendo la captacién
de Timidina radiactiva (aminoacido que puede ser incor-
porado en el nicleo celular durante la mitosis) por estas
células blasticas ¢8*!112_E] nicleo de las células trans-
formadas, se vuelve radiactivo y puede ser detectado por
el uso de una emulsién fotogrifica depositada en la

preparacién del microscopio o recolectando las células
sobre un disco de filtro, en una cdmara liquida contadora
de escintilacion !4, Se calcula lo adecuado de la respues-
ta de los linfocitos del paciente comparindola con la
obtenida de los linfocitos de una poblacién normal
(Esquema 6). En otras situaciones puede hacerse una
prueba de transformacién con Ag especificos a los que
se piensa que el individuo estd sensibilizado. En los
resultados del test, una transformacién escasa de linfoci-
tos, indica una alteracién de la inmunidad —primaria o
secundaria— mediada por células, en tanto que en ciertos
estados de hipersensibilidad, puede haber un aumento de
la transformacién, en presencia del Ag especifico, por
ejemplo, en las alergias medicamentosas ©.

Los resultados de esta prueba se deben interpretar
con precaucion, debido a que puede mostrar una con-
siderable variacién de un dia a otro y estar sujeta a
artefactos técnicos. Una respuesta pobre a mitdgenos,

‘puede ser inespecifica y aparecer transitoriamente en

cualquier enfermedad, o tras una intervencion, trauma-
tismo, embarazo o en ciertos estados inflamatorios cro-
nicos. Una falta de respuesta a un Ag especifico también
puede deberse a que el paciente no ha estado expuesto
al Ag. Sin embargo, en pacientes con déficit celular
inmunitario clinico, manifestado por una respuesta po-
bre frente a uno o més agentes infecciosos, el TTL frente
a Ag especificos, puede constituir un indicador muy
sensible, logrindose resultados consistentes ©,

¢) Deteccion de linfocinas (linfocitos T)

Las linfocinas son moléculas (proteinas o glicopro-
teinas de bajo Pm) distintas de los Ac producidas por
los linfocitos “. Se liberan durante la transformacion
linfoblastica. Cuando una suspensién de linfocitos ob-
tenidos de un paciente que ha desarrollado una inmu-
nidad mediada por células contra un Ag determinado se
incuba con éste Ag, los linfocitos especificamente pre-
parados sintetizan DNA y se transforman en inmuno-
blastos. Durante este proceso el medio de cultivo adquie-
re unas propiedades que indican la secrecién de unos
factores -solubles: son las linfocinas @,

Conocemos distintos tipos de linfocinas, como el
factor quimiotictico de monocitos o de macréfagos, el
factor inmovilizador de macréfagos, el factor activador
de los macréfagos, etc., pero solo algunas tienen utilidad
en el laboratorio clinico. Una de ellas es el Factor de
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a) SISTEMA INDICADOR _
Complemento
Eritrocitos de carnero recubiertos El C’reacciona con el
con Ac-antieritrocitos de carnero Ac-antieritrocitos y lisa la cflula
b) PRUEBA POSITIVA
Yy .5 — %
“ + Y + ﬁ/
El Ac reacciona Cuando se usa el C’
Ag  Accontra el Ag Complemento  Contra e Agy se no hay lisis de los eritrocito
combina con el C’ recubiertos con Ac

Esquema 4
Prueba de fijacion del complemento

LINFOCITOS
» Ig de superficie
» Receptores para el fragmento Fc de
. geigeptores C3b del C’
LINFOCITOS T

e Receptores para los eritrocitos de
carnero (Test de las rosetas) Incobacidn

RESPUESTA A MITOGENOS

« Endotoxinas bacterianas (linfos B) B;':ﬁ i
+ Mitégeno de Pokeweed (PWM) eclotar
(linfos TyB)

« Fitohemaglutinina (PHA) (linfos T)
+ Concanavalina A (con- A) (linfos T)

(CD8)
» Aglutinina de lenteja (LCA) (lin- peliedic
fos T) del filtro

Esquema 5 Es
i quema 6
Identificacién de linfocitos T o B Test de transformacion linfocitica

cocultivo en reposo

squema 7
Cltotoxwldad .
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inhibicién de la migracion (FIE). Se efectia un sencillo
andlisis del FIE colocando células mononucleares en un
tubo capilar, que a continuacidn se sitia sobre una placa
de Petri con agar. Las células emigran normalmente del
tubo capilar y forman un hale alrededor del extremo
abierto del tubo. Si el paciente ha sido sensibilizado
frente al antigeno y se afiade éste al medio de cultivo,
los linfocitos producen FIE y se inhibe la migracién de
los macréfagos. Si se afiade FIE exdgeno, también se
retrasa la emigracién. La reduccién de tamaiio del halo
es directamente proporcional a la actividad del FIE. Esta
prueba es menos comiin que la de transformacién lin-
focitica (1512,

La mayoria de funciones conocidas de las linfocinas

ficado de tales sustancias en las enfermedades infeccio-
sas, inmunolégicas, neopldsicas y de otros tipos, estd atin
en estudio “'".

d) Citotoxicidad (linfocitos T)

Los linfocitos T citotéxicos son células efectoras
cuya principal misién es proteger al organismo frente a
las infecciones virales y bacterianas, asi como participar
en la eliminacién de células tumorales '». Las células
T citotéxicas suelen detectarse por su capacidad de lisar
a las células diana, lisis que se determina en un andlisis
de liberacién de cromo radiactivo “7 (Esquema 7).

Todas las células citotoxicas que poseen receptores

Ac marcado

Antigeno "

con fluoresceina I vista al microscopio UV

Ac con fluoresceina adherida

Esquema 8
Inmunofiluorescencia directa(ID)

Ac adherido al
determinante antigénico

Anti-Ig marcada con fluoresceina,
adherida, vista al microscopio UV

Esquema 9
Inmunofluorescencia indirecta ()

se han encontrado a nivel de experiencias «in vitro», en
las cuales se hace interaccionar una determinada linfo-
cina con uno o varios tipos de células. Sin embargo, «in
vivo» la secuencia de acontecimientos puede ser total-
mente distinta, por cuanto actiia simultdneamente sobre
una célula determinada una gran cantidad de sefiales
reguladoras, unas debidas a las linfocinas y otras pro-
ducidas como consecuencia de las interacciones celula-
res; ademds deberemos tener en cuenta que estas linfo-
cinas pueden actuar secuencialmente, induciendo una la
produccién de otra, que también actuard a nivel celular;
a ello afiadiremos que las linfocinas pueden actuar entre
ellas de forma aditiva sinérgica o antagénica, por lo que
los efectos finales a nivel celular forman parte de un
extremadamente complicado mecanismo de regulacién 2,

Los andlisis bioldgicos para la deteccion de linfoci-
nas son numerosos pero dificiles de realizar. El signi-

Fc son capaces de realizar efectos citotéxicos, principal-
mente los linfocitos T (un 5% del total en el hombre),
pero también células K/NK y los granulocitos y macré-
fagos. Este tipo de reacciones pueden ser importantes en
el rechazo de transplantes, en la eliminacion de pardsitos
y virus, en la inmunidad antitumoral y en fenémenos
autoinmunes como las anemias hemoliticas causadas por
Ac antieritrocitarios 2,

e) Cooperacion y supresion

-Se valora mediante los andlisis descritos anterior-
mente. La capacidad supresora puede determinarse, por
ejemplo, a través de la capacidad para reducir el niimero
de células formadoras de placas, en un determinado
sistema de cultivo “7,
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ORGANO-ESPECIFICOS

Anemia hemolitica autoinmune: «Ac tibios y frios» (Test de Coombs)

Tiroiditis: Auto Ac cél. tiroideas (inmunofluorescencia indir = LI., hemaglutinacién pasiva,

inmunodifusién)

Enfermedad de Addison: Ac suprarrenales (I.1.)

Anemia Perniciosa: Ac anti cel parietales gastricas (I.1.)

Sindrome de Sj6gren: Ac anti- cel. ducto salivar (1.1.)

Diabetes insulino-dep.: Auto Ac-contra las cél. de los islotes (L.I.)

Miastenia gravis: Ac frente a los receptores de acetilcolina (L.1.)

Enfermedad de Bechet

Enfermedades cutdneas bullosas: Ac frente a elementos de la epidermis: (I.D. de biopsia cutdnea)
« Penfigoide bulloso: Ac anti-membrana basal epidérmica
+ Pénfigo vulgar: Ac Ac anti-sustancia intercelular epidérmica

NO ORGANO-ESPECIFICOS

Artritis Reumatoide: + ARF
« ANF -« Ac anti-dsDNA (II, RIA, ELISA)
 Ac anti-ssDNA (40%) (ELISA)
» Ac anti-histona (20%) (L.1.)
Lupus Eritematoso Diseminado « ANF (95% de casos) (LI, patrén homogéneo):
» Acanti-dsDNA (70%) (1.1, RIA, ELISA) / Acanti-ssDNA
(>90%, ELISA)
s Ac antl-rlbonucleoprotema (50%) (ELISA, elecrofor. contra
COIT = CC)
e Ac anti-Sm (30%) (ELISA cc)
* Ac anti-histona (90% del LES inducido por farmacos) (AN)]
» Ac anti Ro/SS-A (40%) (cc, ELISA)
 Ac anti-La/SS-B (15%) (cc, ELISA)
+ Ac anti-cardiolipina (40%) (ELISA)
« cél. LE, ARF, Ac linfocitotéxicos, Inmunocomplejos circulantes
Lupus Eritematoso Discoide: ANF, ARF, Ac linfocitotéxicos, Inmunocomplejos circulantes
Enfermedad celiaca, Enf. de Crohn, colitis ulcerosa: Ac anti-membrana basal (30-50%)
Enfermedad mixta del tej. conectivo: ANF (LI, patrén moteado)
Esclerodemia: ANF: Ac anti-RNA (LI, patrén nucleolar) / Ac anti- Scl70 (30%) (cc, ELISA)
Sindrome de CREST: ANF: Ac anti-Ag del centrémero (70%) (LI, patrén centrémero)
« Ac anti-ribonucleoproteina (95%) (cc, ELISA)
Granulomatosis de Wegener: Ac anti-citoplasma de leucocitos neutréfilos
Sindrome de Sjogren: ANF: Ac anti-Ro/SS-A (30%) (cc, ELISA) / Ac anti- La/SS-B (50%) (cc,
ELISA cél LE, ARF
Polimiositis: ANF: Jo-1 (30%) (cc, ELISA)
Cirrosis Biliar Primaria: Ac antimitocondriales (95% de casos) (I.I.)
Hepatitis Crénica activa: + Ac anti-actinomiosina del miisculo liso (LI.)
 Ac higado-riiién microsémico o M3 (LL.)
¢ ANF: Anti-dsDNA (titulosy, LI.I., RIA, ELISA) / Ac anti-ss DNA
(40%, ELISA)
» inmunocomplejos circulantes (actividad anti- C’, precipitacién...)
Hepatitis infecciosa: Ac anti-actinomiosina (en ocasiones y de forma transitoria) (LL)
Infecciones viricas agudas (Hepatitis A, fiebre ganglionar): Ac anti-miosina misculo liso (titulos
bajos)
Hemofilia: Ac anti-factor VIII

Esquema 10
Autoanticuerpos
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f) Pruebas cutaneas de hipersensibilidad retarda-
da (linfocitos T)

Son métodos de uso habitual para la valoracion
clinica del estado de la respuesta celular inmune (reac-
cién de tipo IV de Gell y Coombs). Consisten en la
inyeccién intradérmica de determinados antigenos
como la tuberculina o la candidina, frente a los cuales
la mayoria de la poblacién estd sensibilizada; como
resultado se produce una reaccion anamnésica inflama-
toria que empieza a aparecer hacia las 24 h. de la in-
yeccidn y alcanza un maximo a las 48 h. La prueba estd
indicada en casos en los que se sospeche una inmuno-
deficiencia; en este sentido, diversas enfermedades
deprimen la reaccién de hipersensibilidad retardada,
entre las que destacamos el linfoma de Hodgkin, el
mieloma miltiple, la leucemia, el linfosarcoma, la sar-
coidosis, la enfermedad de Crohn o algunas infecciones
crénicas. La falta de reactividad a la prueba es un in-

dicador clinico util de anergia o disminucién de la hi-
persensibilidad retardada. Ademds la reaccién se emplea
en el diagnéstico de la tuberculosis y la lepra, mediante
la inoculacién de extractos de los microorganismos:
tuberculina y lepromina, respectivamente M2,

Otras pruebas cuténeas para valorar estados de hi-
persensibilidad, aparte de la inyeccién intradérmica, son
las pruebas de escarificacion y las de parche. En las
primeras, el material a analizar se coloca sobre la piel
y con una aguja se practican escarificaciones. En las
pruebas de parche, usadas para valorar dermatitis de
contacto, el material es colocado sobre materias absor-
bentes y se aplica a la piel en forma de parche. Una
hipersensibilidad al niquel, por ejemplo, se valoraria con
este método 5. Estas pruebas de respuesta mediada por
células frente a los Ag, puede ser reproducida exacta-
mente in vitro mediante la prueba de transformacién
bldstica frente al Ag en cuestién, prueba ya comentada
en el apartado b).

INMUNOFLUORESCENCIA

Es un método muy demostrativo basado en el uso
de proteinas marcadas con fluoresceina, que actdan
como marcadores fluorescentes. Sus aplicaciones inclu-
yen (2343679,

a) La identificacion de la procedencia de diversas
proteinas componentes del suero, por ejemplo la produc-
cioén de inmunoglobulinas por las células plasmdticas.

b) La demostracién y localizacién en los tejidos o
en el suero de Ac dirigidos contra Ad que se sabe estdn
presentes en las muestras bidpsicas o preparados celu-
lares en varios transtornos inmunitarios, como por ejem-
plo Ac-antinucleares en el suero de individuos con
Lupus eritematoso. Pueden emplearse cortes de tejidos
—que contienen gran niimero de Ag— pudiendo iden-
tificar Ac contra varios Ag diferentes en una sola prueba.
Los Ag se diferencian segin los distintos patrones de
tincién.

¢) Estas pruebas pueden también emplearse para
identificar Ag dentro de las células en suspensién, por
ejemplo inmunofluorescencia de esputo/sedimento del
LCR, en la investigacién de mycobacterium tuberculosis.

d) Como auxiliar de diagnéstico es posible demos-
trar la mayor parte de los patégenos humanos, y el
diagndstico probable puede hacerse en un tiempo mucho
menor que con el cultivo. En la actualidad, el método
de fluorescencia se utiliza como un complemento, mas
que en sustitucion de los andlisis convencionales.

Los métodos de inmunofluorescencia son cada vez
mas especificos, gracias a la introduccién gradual de
reactivos estandarizados. Estas técnicas dependen de la
combinacién de Ac con fluoresceina, de su capacidad
de retener la actividad inmunoldgica, y de la capacidad
de fluorescencia de la fluoresceina bajo la luz ultravio-
leta (UV o luz de Wood) . Son pruebas laboriosas, pero
que ofrecen ventajas cuando es necesaria una medicién
cuantitativa de la concentracién de Ac 7. Existen tres
métodos basicos de inmunofluorescencia: la directa, la
indirecta y la determinacidn sandwich, si bien las dos
primeras son las mds usuales.

a) Inmunofluorescencia directa (ID): En la ID se
ponen en contacto Ac marcados con Ag fijados en un
portaobjetos (por ejemplo en forma de un corte de tejido
biopsiado, o de un frotis del material con el microorga-
nismo), permitiéndoles reaccionar; posteriormente, el
exceso de Ac se lava y la laminilla se observa con
microscopio de luz UV 235679 (Egquema n® 8). Ejem-
plos de esta prueba podrian ser la identificacién en el
Pénfigo de Ac especificos marcados con fluorescencia
alrededor y entre la capa de células espinosas del epi-
telio; otro ejemplo podria ser la identificacion en el
Penfigoide de Ac marcados en la membrana basal de una
muestra bidpsica .

b) Inmunofluorescencia indirecta (II): Este método
puede usarse para detectar Ac especificos en el suero y
otros liquidos tisulares, y también para identificar Ag.
En muchas enfermedades, los Auto-Ac se detectan por
I1 %9, La prueba consiste en hacer reaccionar el Ag con
u Ac especifico no marcado. Una vez realizada la reac-
cién, se anade al sistema un segundo Ac anti-inmuno-
globulina marcado con una substancia fluorescente
(23467912 Se podria ilustrar con un ejemplo: la inves-
tigacién en el suero de Ac dirigidos contra los tejidos
de las glandulas salivales, en pacientes sospechosos de
Sindrome de Sjogren. En este caso, los tejidos de glan-
dulas salivales normales —de pacientes sin enferme-
dad— se hacen reaccionar con el suero de pacientes
sospechosos de poseerla. Los Ac del suero se fijardn con
los Ag del tejido. Los Ac (IgG) se marcan afiadiendo
anti-IgG humana (de origen animal) con la fluoresceina.
Se observan los complejos Ag-Ac en un microscopio de
luz UV @ (Esquema n® 9). Existen técnicas de inmu-
nofluorescencia amplificadas por el C’).

‘Esta técnica tiene varias ventajas. En primer lugar,
la fluorescencia es mds brillante que en la determinacion
directa, dado que varias anti-Ig fluorescentes se unen a
cada una de las moléculas de Ac presentes en la primera
capa. En segundo lugar, dado que el proceso de conjuga-
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cion es largo, se ahorra tiempo cuando se estudian varios
sueros para la determinacion de Ac, ya que sdlo es
necesario preparar un sélo reactivo marcado, la anti-Ig.
Por otra parte, el método presenta gran flexibilidad. Por
ejemplo, al emplear conjugados de antisueros contra las
cadenas pesadas de las Ig individuales puede determi-
narse la distribucion de Ac entre las varias clases y
subclases, al menos en forma semicuantitativa. También
puede analizarse la fijacién del complemento sobre un
corte de tejido por el agregado de una mezcla del primer
Ac con una fuente de C’, seguido de un reactivo anti-
C’ fluorescente como segunda capa. Puede obtenerse
mayor sensibilidad si se utiliza una tercera capa. Sin
embargo, como sucede en la mayor parte de las técnicas
inmunoldgicas, a medida que se incrementa la sensibi-
lidad, se reduce progresivamente la especificidad y
resultan esenciales los controles cuidadosos 7.

¢) Determinacion sandwich: Esta es una técnica de

doble capa. disefiada para visualizar Ac especificos. Si
por ejemplo se quisiera definir cudntas células de un
preparado de tejido linfoide estdn sintetizando Ac contra
polisacdrido neumocécico, primero se fijan las células
con etanol para impedir que el Ac se elimine por lavado
durante el estudio, y luego se tratan con una solucion
del Ag polisacarido. Tras el lavado se agrega un Ac anti-
polisacarido marcado con fluoresceina para localizar las
células que ligaron especificamente al Ag. El nombre de
la determinacién deriva de la observacién de que el Ag
se ubica entre el Ac presente en el sustrato de la célula
y el agregado como segunda capa ‘.

Estos métodos inmunolégicos no son sencillos, son
laboriosos y s6lo se realizan en laboratorios altamente
especializados. De todas formas, alguno de estos estu-
dios pueden ser de gran importancia para asegurar el
origen de algunas alteraciones de la mucosa oral

OTROS METODODS CON Ac MARCADO

De forma andloga a los marcadores fluorescentes
para la inmunofluorescencia, se han desarrollado otros
métodos basados en el mismo principio, en los que
enzimas como la peroxidasa o la fosfatasa se acoplan con
Ac y éstos pueden ser visualizados mediante métodos
histoquimicos convencionales, con microscopio dptico
o electrénico, para demostrar la ubicacién de Ag celu-
lares.

El uso de Ac conjugados con ferritina o con oro

coloidal, han tenido una amplia difusién como inmuno-
marcadores opacos a los electrones. para el microscopio
electrénico. Una técnica nueva que utiliza fragmentos
Fab ligados a ciimulos de undeca-oro, permite la loca-
lizacidn espacial mds exacta de loa Ag, y por su pequefio
tamafio es capaz de marcar sitios inaccesibles a los
inmunomarcadores mds grandes. Sin embargo, una clara
visualizacién requiere un microscopio electrénico de
transmisién de alta resolucién ©9,

TESTS DIAGNOSTICOS ESPECIFICOS

Existen un determinado nimero de enfermedades
cuyas proteinas especificas, pueden ser detectadas en el
suero; aunque su papel —si lo tienen— en el proceso
patolégico aiin no estd claro, su presencia puede ser una
guia (til, como auxiliar en el diagnéstico . Algunos de
los test empleados en la deteccidn de tales proteinas, se
realizan sobre preparaciones microscpicas y se utilizan
cantidades minimas de suero y de reactivos. Entre ellos
destacamos el Factor reumatoide, la Proteina C-reactiva,
el Factor LE y el Factor antinuclear ‘"

a) El Factor reumatoide (ARF)

En la Artritis reumatoidea (AR) y en otras enferme-
dades reumdticas, se producen una serie de proteinas
especificas en el suero. Estas proteinas se conocen con
el nombre de Factor de la Artritis reumatoidea o Factor
reumatoide, y estdn presentes precozmente en gran
niimero de afectados por la enfermedad. Estos factores
son auto-Ac anti-gammaglobulinas anormales (gM,
IgM., IgA, IgD). Los ARF mayormente detectados son
auto-Ac anti-Ig M, en un 90% de los pacientes (%12,

El Test mds usual para detectarlos es el test de
aglutinacién sobre particulas de ldtex. Se puede producir
una reaccién entre el suero del paciente y las inmuno-

globulinas Ig G (de conejo) colocadas sobre estas par-
ticulas: Es el Test de Waaler-Rose; este test es positivo
en el 70% de pacientes, pero es muy especifico; dispone
de controles positivos y negativos. Un resultado positivo
viene dado por el agrupamiento y aglutinacién de las
particulas de litex . Puede también utilizarse lg G
humana, mds sensible (95%}, pero menos especifica. El
ARF es til como marcador diagnéstico, pero de escaso
valor para el control del tratamiento .

b) La Proteina C reactiva

La proteina C reactiva es una B-globulina cuya fun-
cién es desconocida (. Sabemos que aparece en el suero
de pacientes con reacciones inflamatorias agudas (espe-
cialmente en la Fiebre reumadtica), en necrosis, en tumo-
res y en algunas otras condiciones como la misma artritis
reumatoidea . :

Los Test usados para demostrarla son similares a los
usados para demostrar el Factor reumatoide. Se utiliza
también una suspensién de particulas de litex que vie-
nen envueltas —en este caso concreto— por una pro-
tefna antihumana C-reactiva (de origen animal). La
aglutinacién indica un resultado positivo. A menudo, se
usa esta prueba para seguir el progreso del tratamiento



128 REVISTA EUROPEA DE ODONTO-ESTOMATOLOGIA

de una infeccién U,
¢) El Factor LE

En las enfermedades de base autoinmune podemos
—en ocasiones— hallar auto-Ac especificos de algiin
6rgano o tejido concreto o bien auto-Ac inespecificos.
Es habitual en el diagnéstico de estas entidades la so-
licitud de una seriada de test. A menudo un significativo
nimero de estos Ac estd asociado a una determinada
enfermedad y la alta concentracion de un Ac estard
relacionada con la mayor afectacién de un érgano . En
el Esquema n° 10 se resumen los Auto-Ac mds impor-
tantes de cada entidad como las técnicas usuales para su
deteccion.

El factor LE es un factor serolégico érgano-inespe-
cifico encontrado en numerosos casos de Lupus Erite-
matoso (LE). Es s6lo uno entre un gran niimero de auto-
Ac hallados en el suero de estos pacientes. El Factor LE
es un auto-Ac dirigido contra el DNA de las propias células
corporales. El test para detectarlo se basa en la aglutina-
cién, pero en este caso, se usan a menudo eritrocitos
sensibilizados como indicadores de la reaccién .

Este test se utiliza con frecuencia como screening
antes de utilizar otras pruebas mas completas como son
las células LE (leucocitos caracteristicos hallados en el

LE). Las células LE son polimorfonucleares que han
fagocitado células por Ac anti-nucleares. Estos restos
celulares son consecuencia de la accién de un Ac-anti-
nuclear —anti-DNA histona— sobre el niicleo de una
célula (generalmente un linfocito) a la que, como requi-
sito previo, se le ha alterado la membrana nuclear, Las
células LE contienen corpisculos amorfos basofflicos
especificos de esta enfermedad '3,

El factor LE también se encuentra en la linfogranu-
lomatosis, en la macroglobulinemia de Waldenstrom, en
la poliartritis y en la cirrosis.

d) Los Factores antinucleares o Ac anti-nucleares
(ANT o AAN) y otros auto-Ac

El ANF es también uno de los numerosos anti-Ac
que pueden hallarse en muchas enfermedades autoinmu-
nes; puede estar presente, junto a otros auto-Ac, en una
proporcion variable de pacientes, en una serie de enfer-
medades inmunolégicas con manifestaciones orales
como el Lupus eritematoso sistémico, el Lupus discoide,
el Sindrome de Sjogren, la artritis reumnatoide, etc...
Auto-Ac 6rgano-especificos pueden ser detectados en la
enfermedad de Addison, en la anemia perniciosa, en el
Sindrome de Sjogren, en la diabetes insulino-dependien-
te, etc... (Esquema n°® 10) 157914,

CONCLUSIONES |

En el diagnéstico de las infecciones y los tumores,
la produccién de Ac monoclonales ha comportado un
rapido progreso en la identificacion de los mismos. Las
pruebas de fijacion de C’, el ELISA, las pruebas de
aglutinacién, el RIA y la inmunofluorescencia son de
uso comtin. Actualmente se estdn desarrollando métodos
muy sencillos y sensibles en la identificacién de 4cidos
nucleicos, aplicables al diagndstico usando ia hibrida-
cién y es probable que proporcione una ayuda adicional
valiosa al diagnéstico por inmunoandlisis. Aunque lo
descrito hasta ahora no se haya detallado con gran

exhaustividad, da una idea general aceptable sobre la
realizacion de las distintas pruebas. Estas técnicas, for-
man la base de muchos experimentos cuando se usan de
forma combinada, ya sea conjunta o secuencialmente.
Muchas técnicas complicadas usadas en investigacion,
son a menudo simples modificaciones de estos sistemas
bésicos. :
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