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La Inmunologia estudia el sistema de defensa por excelencia del organis-
mo frente a cualquier ataque desde el exterior: el sistema inmunologico. Este
funciona mediante células y sustancias solubles que se caracterizan por su
gran especificidad, es decir, por su gran capacidad para reconocer y diferen-
ciar unas sustancias de otras; las células con esa capacidad de reconocimien-
to son los linfocitos y las sustancias solubles los anticuerpos. Por todo ello el
sistema inmunoldgico es considerado fundamentalmente un sistema de reco-
nocimiento.

Esa capacidad para reconocer sustancias y microorganismos es tambicn
utilizada en Medicina para el diagnostico de todo tipo de procesos, a veces
«in vivon, casi siempre en el laboratorio. Se utilizan anticuerpos capaces de
reconocer antigenos especificos, que pueden encontrarse en el plasma o en
cualquier otro fluido del organismo, o formar parte de nuestras células y teji-
dos, sanos o enfermos; o que pueden servir para localizar microorganismos o
cualquier agente o sustancia que ha penetrado desde el exterior. En ocasio-
nes también se emplean antigenos, propios o extrafos (fundamentalmente de
microorganismos), para detectar la existencia de una respuesta del sistema
inmunolégico frente a ellos.

Los anticuerpos utilizados en las técnicas inmunoldgicas son habitual-
mente producidos en animales, inmunizandolos con el antigeno apropiado.
En los ultimos afos se utilizan cada vez con mayor profusién los anticuerpos
monoclonales producidos en el laboratorio mediante la fusion de dos células
de ratén (una célula tumoral de mieloma y un linfocito B productor de anti-
cuerpos con la especificidad apropiada). Esta fusion da lugar a hibridomas
(clones celulares de crecimiento indefinido «in vitro» y productores de un an-
ticuerpo con una especificidad definida y constante), que han de ser clona-
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dos y a continuaci6n testados para seleccionar aquel que produzca el anti-
cuerpo que se adecue mds a las caracteristicas requeridas (Figura 1).
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Fig. 1.—Obtencion de anticuerpos monoclonales.

Se inmuniza un ratén con el antigeno para el cual se desean producir los anticuerpos monoclo-
nales. Posteriormente se lan los linfocitos B del bazo que en buen nimero estaran producienda
anticuerpos contra los diferentes determinantes antigénicos del antigeno utilizado en la inmuni-
zacion. Estos linfocitos son puestos en contacto en un tubo de ensayo con células de mieloma
también de ratén en las condiciones necesarias para que las células se fusionen dando lugar a
células hibridas que conservan la capacidad de producir anticuerpos con la especificidad de los
linfocitos que las han originado y la capacidad de crecer indefinidamente que tenian las células
de mieloma. Las distintas células hibridas formadas son separadas y clonadas dando lugar cada
una de ellas a un hibridoma productor de un anticuerpo monoclonal y con la capacidad de cre-
cer indefinidamente. De todos estos hibridomas se selecciona aquel o aquellos que tienen la es-
pecificidad y afinidad deseada.

Las técnicas inmunoldgicas propiamente dichas, técnicas por tanto que
utilizan para el reconocimiento de sustancias la especificidad de la reaccién
entre antigenos y anticuerpos, son utilizadas no sélo en Inmunologia, sino en
otras disciplinas de laboratorio como la Microbiologia, la Hematologia, la
Medicina Nuclear o la Bioquimica.

La tecnologia empleada en los laboratorios de Inmunologia va encamina-
da al estudio de los diferentes componentes que participan en la respuesta
inmunitaria: solubles (antigenos, anticuerpos, componentes del sistema del
complemento y citocinas), celulares (linfocitos, polimorfonucleares, macro-
fagos) y genes que codifican para moléculas importantes del sistema inmuno-
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logico (fundamentalmente genes HLA y aquellos que codifican para los re-
ceptores para antigeno en la superficie de los linfocitos).

La mayoria de las técnicas empleadas en los laboratorios de Inmunologia
son técnicas de la propia especialidad, basadas en la especificidad de la reac-
ci6n entre antigeno y anticuerpo, pero algunas corresponden a otras ciencias
biolégicas como los métodos bioquimicos usados para aislar antigenos y an-
ticuerpos o toda la tecnologia de biologia molecular empleada para conocer
la estructura de las moléculas importantes para la respuesta inmunitaria y los
genes que las codifican.

VALORACION DE ANTIGENOS

Los antigenos estudiados mediante técnicas inmunoldgicas pueden ser
propios o extrafios. Entre los primeros estd cualquier componente del propio
organismo, especialmente proteinas que participan de la respuesta inmunita-
ria: componentes y factores del sistema de complemento, inmunoglobulinas,
citocinas...

También se determinan antigenos celulares, de la membrana o del cito-
plasma, especificos para una determinada estirpe celular. En el laboratorio
de inmunologia son especialmente importantes los antigenos de diferencia-
cién presentes en la membrana de las diferentes subpoblaciones de linfocitos
y que permiten su reconocimiento por citometria de flujo.

Entre los antigenos extraios al organismo, los mas importantes para su
reconocimiento son los antigenos microbianos, reflejo de la presencia de una
infeccion; los alergenos, que provocan en individuos sensibilizados respues-
tas del sistema inmunitario que causan enfermedades alérgicas, y los aloanti-
genos, presentes en los tejidos y organos de individuos de la misma especie
que se desean utilizar para el trasplante.

VALORACION DE ANTICUERPOS ESPECIFICOS

También aqui pueden ser divididos en anticuerpos dirigidos contra anti-
genos propios o extrafios. Entre estos ltimos es muy importante la deteccion
de anticuerpos contra microorganismos (indicadores de la existencia de una
infeccion que ha provocado una respuesta inmunitaria frente a ella); la detec-
cion de anticuerpos frente a alergenos que indica la presencia de un proceso
alérgico y ayuda a caracterizar el alergeno causante; y los anticuerpos frente a
aloantigenos que de estar presentes en un receptor potencial hacen totalmen-
te desaconsejable el trasplante de un organo portador de esas especificidades
alogénicas.

También tiene gran importancia la determinacion de anticuerpos contra
numerosos antigenos propios que ayudan en el diagndstico de las enfermeda-
des autoinmunes. Estos, denominados autoanticuerpos, pueden estar dirigi-
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dos frente a antigenos especificos de organo (anticuerpos antitiroideos, anti-
islotes pancredticos, etc.) o presentes en todas las células (anticuerpos antinu-
cleares, antimitocondriales, etc.). Muchos de ellos o la combinacién de varios
son caractéristicos de determinadas enfermedades autoinmunes y facilitan su
diagnéstico.

ESTUDIOS DE INMUNOGLOBULINAS

Util sobre todo en el diagnostico de inmunodeficiencias humorales, pue-
de también ayudar en el diagnéstico de otras enfermedades a las que se aso-
cian algunos patrones caracteristicos en sangre o entros fluidos (liquido cefa-
lorraquideo en esclerosis muiltiple).

También son importantes para detectar la aparicién de inmunoglobulinas
monoclonales en el mieloma y otros procesos linfoproliferativos.

ESTUDIOS DE COMPLEMENTO

Los niveles de los diversos factores y componentes que participan en el
llamado Sistema del Complemento pueden aparecer aumentados o disminui-
dos en numerosas enfermedades, siendo su cuantificacién de utilidad para el
diagndstico o el seguimiento de la evolucion.

Niveles aumentados de ciertos componentes aparecen en procesos infla-
matorios ya que algunas de estas proteinas se comportan como reactantes de
fase aguda y su sintesis aumenta bruscamente en esas situaciones.

Sin embargo mucho mas importante resulta el detectar la disminucién de
los niveles séricos o la ausencia en determinados procesos. Esta tltima, con-
secuencia de una deficiencia genética aparece raramente. Los descensos en
los niveles séricos de algunos componentes debido a un excesivo consumo
son frecuentes en todo tipo de enfermedades mediadas por mecanismos in-
munitarios en las que la unidn entre antigenos y anticuerpos activa el sistema
del complemento.

ESTUDIOS CELULARES

El estudio fenotipico de las células, fundamentalmente de las células de
los organos linfoides que son las implicadas en las respuestas inmunitarias, se
realizan con la ayuda anticuerpos monoclonales que son capaces de recono-
cer determinantes antigénicos caracterisrticos de poblaciones o subpoblacio-
nes celulares y/o estadios de diferenciacion. Los antigenos presentes en la
superficie de los linfocitos y que sirven como marcadores han sido clasifica-
dos con todo detalle bajo la denominacion de CD (grupo de diferenciacion)
mas un nimero. Asi CD19 y CD20 son marcadores caracteristicos de los lin-
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focitos B y CD3, CD4 y CD8 de linfocitos T y de sus dos principales subpo-
blaciones. Estos estudios se realizan en células en suspension procedentes
fundamentalmente de sangre periférica, y también en tejido mediante estu-
dios inmunohistoquimicos.

También pueden ser reconocidos mediante anticuerpos monoclonales an-
tigenos tumorales que ayudan a caracterizar tumores de muy diversas estirpes.

Los estudios de linfocitos no se limitan a reconocer su estirpe y estadio
de diferenciacion (estudios fenotipicos), sino que también se realizan estu-
dios funcionales valorando «in vitro» en cultivos de corta duracion la capaci-
dad funcional o de respuesta frente a estimulos de diverso tipo de las diferen-
tes poblaciones.

METODOLOGIA EMPLEADA

La mayoria de las técnicas utilizan la capacidad de unirse especificamen-
te entre si que poseen los antigenos y los anticuerpos. Asi, mediante un anti-
cuerpo de especifidad conocida, podemos detectar la presencia del antigeno
correspondiente y mediante un antigeno conocido podemos investigar la
existencia de anticuerpos frente al mismo.

Precipitacion en geles: Para detectar la existencia de la union entre el an-
tigeno y el anticuerpo se han utilizado diversos métodos. Los mas antiguos
dependen de la capacidad que tienen los complejos entre antigeno y anti-
cuerpo para precipitar despues de haberse formado. Esto ha servido para de-
tectarlos en geles después de dejarlos difundir en ellos (técnicas de inmuno-
difusién doble) o tras el paso de una corriente eléctrica que los separe por
sus cargas (inmunoelectroforesis).

Las técnicas de precipitacion en geles pueden servir no solo para detec-
tar el antigeno o el anticuerpo sino para cuantificarlos en funcion del tamario,
localizacién y caracteristicas del complejo precipitado (inmunodifusion ra-
dial). Hoy dia estas técnicas en geles tienden a ser sustituidas por técnicas en
fase liquida en las que antigeno y anticuerpo al combinarse forman una turbi-
dez que pueden ser medida por la dispersion de una fuente luminosa inci-
dente. Esta medicion se realiza en un nefelémetro y tiene la ventaja de poder
ser automatizada.

Inmunofluorescencia: Los colorantes fluorescentes como la rodamina y
la fluoresceina pueden ser acoplados con facilidad a anticuerpos sin que
estos pierdan su especificidad. Haciéndolos reaccionar sobre celulas o teji-
dos se puede detectar facilmente en ellos la presencia del antigeno.

En muchas ocasiones lo que se quiere conocer es la especificidad de au-
toanticuerpos presentes en el suero de enfermos. En esos casos se utilizan
técnicas llamadas de inmunofluorescencia indirecta en las que el suero del
enfermo se pone en contacto con cortes de tejido, a los que se uniran los an-
ticuerpos presentes en el suero y que tengan especificidad para antigenos
presentes en dichos tejidos (antinucleares, antiislotes pancreaticos, etc.). Pos-
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teriormente, y después de lavar, se incuba el tejido con anticuerpos contra in-
munoglobulinas humanas marcados con el colorante fluorescente que irdn a
unirse a los anticuerpos que hayan encontrado su antigeno en el corte de teji-
do. La visualizacion posterior con un microscopio de fluorescencia permite
conocer si existian anticuerpos en el suero y su especificidad por la localiza-
cion del lugar de unién en el tejido.

En células que permanecen vivas y en suspensién en un medio liquido los
anticuerpos no pueden atravesar su membrana, y por tanto sélo pueden que-
dar unidos a antigenos presentes en ella. Este método, utilizando anticuerpos
monoclonales marcados con colorantes fluorescentes dirigidos contra los anti-
genos de membrana que caracterizan a las diversas subpoblaciones de linfoci-
tos y sus estadios de diferenciacion, es utilizado para reconocer el fenotipo de
estas c€lulas en sangre periferica o en cualquier otro fluido. Aunque la lectura
puede hacerse en microscopio, habitualmente se realiza en un citémetro de
flujo que permite por un lado una mayor rapidez y un importante grado de au-
tomatizacion y por otra la determinacion del tamafio y caracteristicas de las cé-
lulas asi como una cuantificacién de la fluorescencia presente en su membrana.

El citometro de flujo permite también la separacion de subpoblaciones
celulares que posean en su superficie un antigeno de diferenciacién, median-
te el reconocimiento de este por la unién de un anticuerpo monoclonal. El
aparato logra fracionar la corriente de liquido en muy pequenas gotas, cada
una de ellas conteniendo una sola célula. Si esta esta coloreada por el anti-
cuerpo florescente, la gota se carga y posteriormente se desvia por la accion
de un campo eléctrico. Esta accion repetida con cada célula marcada a enor-
me velocidad permite la purificacion de grandes cantidades de células de una
misma subpoblacién en tiempos relativamente cortos (Figura 2).

En los estudios histoquimicos para la localizacion de antigenos tisulares,
los anticuerpos especificos son con frecuencia marcados por otros coloran-
tes: unas veces se emplea biotina para acoplar al antisuero y posteriormente
esta se revela con avidina fluorescente. En otras ocasiones son enzimas (pe-
roxidasa, fosfatasa...) los que se acoplan al antisuero y posteriormente se vi-
sualizan por métodos inmunohistoquimicos convencionales.

Radioinmunoensayo y enzimoinmunoensayo. Las técnicas de RIA y ELI-
SA se utilizan para la deteccion de antigenos y anticuerpos en fase liquida.
Emplean para ello el anticuerpo o el antigeno especifico para aquello que va
a ser detectado marcado respectivamente con isotopos radioactivos o con
enzimas. Son técnicas muy empleadas por su exquisita sensibilidad y por uti-
lizar muy pequefias cantidasdes de reactivos. El ELISA tiene la ventaja de no
utilizar productos radioactivos por lo que va sustituyendo cada vez mas a las
técnicas de RIA.

Inmunotransferencia sobre membranas (Inmunoblotting). En ocasiones,
si el antigeno no esta purificado, la tnica forma de conocer la especificidad
de un anticuerpo es haciéndolo reaccionar con el antigeno después de que
éste ha sido separado con el empleo de electroforesis en geles y transferido a
membranas (Figura 3).
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Fig. 2.—Citémetro de flujo.

Las células tras ponerse en contacto con antisueros monoclonales fluorescentes dirigidos contra
antigenos especificos de la superficie celular pasan a la camara de flujo donde de una en una son
iluminadas con un rayo lser para medir en cada una su granulosidad y su tamaiio y la presencia
de fluorescencia roja y/o verde. Las diferentes poblaciones celulares pueden ser separadas me-
diante cargas positivas o negativas dependiendo de su tincién con los antisueros monoclonales.
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Fig. 3.—Inmunotransferencia sobre membranas.

Los diferentes péptidos del antigeno son separados por carga mediante electroforesis en un gel, y
posteriormente transferidios a una membrana de nitrocelulosa. En tercer lugar se afiade el anticuer-
po y después de lavar, un antisuero marcado para poner de relieve donde se ha unido el anticuerpo.
Finalmente se revela mediante autorradiografia o visualizando las bandas por métodos enzimaticos.
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Técnicas de biologia molecular. El reconocimiento con un elevado grado
de precisién de productos importantes en la respuesta inmunitaria y de su
produccién por determinadas células puede ser realizado ventajosamente
mediante el reconocimiento de los genes que lo codifican. Asi estudio de
ADN o de mARN son cada dfa mas empleados en los laboratorios de inmu-
nologia para el tipaje HLA para el trasplante, por su asociacion a numerosas
enfermedades y para conocer la produccién de citocinas por determinadas
células.

Son fundamentalmente técnicas de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) o de estudio del polimorfismo de fragmentos de restriccion (RFLP)
las mas empleadas. La PCR permite la amplificacion de pequeios fragmen-
tos de ADN a partir de minimas cantidades de muestra, sin necesidad de ais-
larlos previamente (se logran amplificaciones de hasta un millén de veces en
pocas horas), pudi¢ndose asi detectarlos facilmente siempre que se conozca
su secuencia (Figura 4).
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Fig. 4.—Reaccion en cadena de la polimerasa.

Los dos primeros pasos permiten el aislamiento del ADN de las células nucleadas de cualquier
tipo de muestra biolégica (sangre, tejido...). A partir de minimas cantidades de muestra de este
ADN y conociendo la secuencia del fragmento que se quiere estudiar, se amplifica este median-
te una reaccion en cadena del enzima Taq polimerasa. La comprobacion de la existencia de la
secuencia buscada se realiza bien corriendo el producto obtenido en un gel y viendo la apari-
cioén de un fragmento amplificado del tamafio adecuado (en el caso de que la reaccién se haya
realizado con cebadores o «primers» especificos para la secuencia buscada), o bien mediante
sondas que hibridan especificamente con el fragmento en cuestién.

Los estudios de RFLP permiten también la localizacion de genes o se-
cuencias relacionadas, a partir de cantidades pequeiias de ADN que son pri-
mero cortadas con enzimas de restriccion, posteriormente corridas en geles, y
finalmente hibridadas con sondas que permiten dicha localizacién (Figura 5).
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Fig, 5.—Estudio del polimorfismo de fragmentos de restriccidn.

En un primer paso se la el ADN de la muestra biolégica. A continuacion se fragmenta con la
ayuda de enzimas de restriccién que cortan el ADN por lugares precisos con una secuencia de-
terminada. En tercer lugar se separan esos fragmentos mediante electroforesis en un gel. Poste-
riormente se transfieren a una membrana y se fijan a ella. Finalmente se incuba la membrana
con una sonda marcada que hibrida con una secuencia precisa y se revela mediante autorradio-
grafia para ver la longitud del fragmento/s en los que ha hibridado. El patrén de longitud de
estos fragmentos permiten deducir la presencia o no de un gen o una mutacion en alguna zona
en sus proximidades.



