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La Inmunologíaestudiael sistemade defensaporexcelenciadel organis-
mo frenteacualquierataquedesdeel exterior: el sistemainmunológico.Este
funciona mediantecélulasy sustanciassolublesque se caracterizanpor su
granespecificidad,esdecir, por su grancapacidadparareconocery diferen-
ciar unassustanciasde otras;las célulascon esacapacidadde reconocimien-
to sonlos linfocitosy las sustanciassolubleslos anticuerpos.Portodo ello el
sistemainmunológicoesconsideradofundamentalmenteun sistemade reco-
nocimiento.

Esacapacidadparareconocersustanciasy microorganismoses también
utilizadaen Medicinaparael diagnósticode todo tipo deprocesos,a veces
‘<in vivo”, casisiempreen el laboratorio.Se utilizan anticuerposcapacesde
reconocerantígenosespecíficos,quepuedenencontrarseen el plasmao en
cualquierotrofluido del organismo,o formarpartede nuestrascélulasy teji-
dos,sanoso enfermos;o quepuedenservir paralocalizarmicroorganismoso
cualquieragenteo sustanciaque ha penetradodesdeel exterior.En ocasio-
nestambiénseempleanantígenos,propios o extraños(fundamentalmentede
microorganismos),para detectarla existenciade unarespuestadel sistema
inmunológicofrenteaellos.

Los anticuerposutilizados en las técnicasinmunológicasson habitual-
menteproducidosen animales,inmunizándoloscon el antígenoapropiado.
En losúltimos añosseutilizan cadavezcon mayorprofusiónlos anticuerpos
monoclonalesproducidosenel laboratoriomediantela fusión de doscélulas
de ratón(unacélula tumoral de mielomay un linfocito B productorde anti-
cuerposcon la especificidadapropiada).Estafusión da lugar a hibridomas
(clonescelularesdecrecimientoindefinido «in vitro” y productoresdeun an-
ticuerpocon unaespecificidaddefiniday constante),quehande serclona-

Clínicas Urológicasde la Complutense,3,73-81,Editorial ComplutensedeMadrid. 1995



74 E Gómezdela ConchayM FernándezArquero

dos y a continuacióntestadospara seleccionaraquelque produzcael anti-
cuerpoqueseadecuemása las caracteristicasrequeridas(Figura 1).
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Fig. 1.—Obtencióndeanticuerposmonoclonales.

Se inmunizaun ratónconel antígenoparael cual se deseanproducir losanticuerposmonoclo-
nales.Posteriormenteselan los linfocitos B del bazo queen buennómeroestaránproduciendo
anticuerposcontralos diferentesdeterminantesantigénicosdel antigenoutilizado enla inmuni-
zación.Estoslinfocitos son puestosen contactoen un tubo de ensayocon célulasde mieloma
tambiénde ratón en las condicionesnecesariasparaquelas célulasse fusionendandolugara
célulashíbridasqueconservanla capacidaddeproducir anticuerposcon la especificidadde los
linfocitos que las hanoriginadoy la capacidaddecrecerindefinidamentequeteníanlascélulas
demieloma. Lasdistintascélulashíbridasformadassonseparadasy donadasdandolugar cada
una deellasa un bibridomaproductordeun anticuerpomonoclonaly con la capacidaddecre-
cer indefinidamente.De todosestoshibridomasseseleccionaaquelo aquellosquetienenlaes-

pecificidady afinidaddeseada.

Las técnicasinmunológicaspropiamentedichas, técnicaspor tanto que
utilizan parael reconocimientode sustanciasla especificidadde la reacción
entreantígenosy anticuerpos,son utilizadasno sólo en Inmunología,sino en
otras disciplinas de laboratorio como la Microbiología, la Hematología, la
MedicinaNuclearo la Bioquímica.

La tecnologíaempleadaenlos laboratoriosde Inmunologíava encamina-
da al estudiode los diferentescomponentesque participanen la respuesta
inmunitaria: solubles (antígenos,anticuerpos,componentesdel sistemadel
complementoy citocinas).celulares(linfocitos, polimorfonucleares,macró-
fagos)y genesquecodificanparamoléculasimportantesdel sistemainmuno-
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logico (fundamentalmentegenesHLA y aquellosquecodifican paralos re-
ceptoresparaantígenoenla superficiedelos linfocitos).

La mayoríadelas técnicasempleadasen los laboratoriosdeInmunología
sontécnicasdela propiaespecialidad,basadasen la especificidadde la reac-
ción entreantigenoy anticuerpo,peroalgunascorrespondena otrasciencias
biológicascomo los métodosbioquímicosusadosparaaislarantígenosy an-
ticuerposo toda la tecnologíade biologíamolecularempleadaparaconocer
la estructurade las moléculasimportantesparala respuestainmunitariay los
genesquelascodifican.

VALORACIÓN DE ANTÍGENOS

Los antígenosestudiadosmediantetécnicasinmunológicaspuedenser
propioso extraños.Entre los primerosestácualquiercomponentedel propio
organismo,especialmenteproteínasqueparticipande la respuestainmunita-
ria: componentesy factoresdel sistemade complemento,inmunoglobulinas,
citocinas...

Tambiénse determinanantígenoscelulares,de la membranao del cito-
plasma,específicosparauna determinadaestirpecelular. En el laboratorio
de inmunologíason especialmenteimportanteslos antígenosde diferencia-
ción presentesen la membranadelas diferentessubpoblacionesdelinfocitos
y quepermitensu reconocimientopor citometríadeflujo.

Entre los antígenosextrañosal organismo,los más importantesparasu
reconocimientosonlos antígenosmicrobianos,reflejo dela presenciade una
infección; los alergenos,queprovocanen individuos sensibilizadosrespues-
tas del sistemainmunitarioquecausanenfermedadesalérgicas,y los aloantí-
genos,presentesen los tejidosy organosde individuos de la mismaespecie
quesedeseanutilizar parael trasplante.

VALORACIÓN DE ANTICUERPOSESPECÍFICOS

Tambiénaquípuedenserdivididosen anticuerposdirigidos contraantí-
genospropioso extraños.Entreestosúltimos es muy importantela detección
de anticuerposcontramicroorganismos(indicadoresde la existenciade una
infección quehaprovocadounarespuestainmunitariafrenteaella); la detec-
ción de anticuerposfrentea alergenosque indica la presenciade un proceso
alérgicoy ayudaa caracterizarel alergenocausante;y los anticuerposfrentea
aloantigenosquedeestarpresentesenun receptorpotencialhacentotalmen-
te desaconsejableel trasplantede un organoportadordeesasespecificidades
alogénicas.

Tambiéntienegranimportanciala determinaciónde anticuerposcontra
numerososantígenospropiosqueayudanenel diagnósticode las enfermeda-
desautoinmunes.Estos,denominadosautoanticuerpos,puedenestardirigi-
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dos frentea antígenosespecíficosde organo(anticuerposantitiroideos,anti-
islotespancreáticos,etc.) o presentesentodaslas células(anticuerposantinu-
cleares,antimitocondriales,etc.).Muchosdeellos o lacombinaciónde varios
soncaractéristicosde determinadasenfermedadesautoinmunesy facilitan su
diagnóstico.

ESTUDIOS DE INMUNOGLOBULINAS

Util sobretodo en el diagnósticode inmunodeficienciashumorales,pue-
de tambiénayudaren el diagnósticode otrasenfermedadesa lasque seaso-
cian algunospatronescaracteristicosensangreo entrosfluidos (líquido cefa-
lorraquideoen esclerosismúltiple).

Tambiénsonimportantesparadetectarla apariciónde inmunoglobulinas
monoclonalesenel mielomayotrosprocesoslinfoproliferativos.

ESTUDIOS DE COMPLEMENTO

Los niveles de los diversosfactoresy componentesque participanen el
llamadoSistemadel Complementopuedenapareceraumentadoso disminui-
dos en numerosasenfermedades,siendosucuantificacióndeutilidad parael
diagnósticoo el seguimientodela evolución.

Nivelesaumentadosde ciertoscomponentesaparecenen procesosinfla-
matorios ya quealgunasde estasproteínassecomportancomo reactantesde
faseaguday susíntesisaumentabruscamenteenesassituactones.

Sin embargomuchomás importanteresultael detectarla disminuciónde
los nivelesséricoso la ausenciaendeterminadosprocesos.Estaúltima, con-
secuenciade una deficienciagenéticaapareceraramente.Los descensosen
los niveles séricosde algunoscomponentesdebido a un excesivoconsumo
sonfrecueniesen todo tipo de enfermedadesmediadaspor mecanismosin-
munitariosenlas quela unión entreantígenosy anticuerposactivael sistema
del complemento.

ESTUDIOS CELULARES

El estudiofenotipicode las células,fundamentalmentede las célulasde
los organoslinfoides quesonlas implicadasen lasrespuestasinmunitarias,se
realizanconla ayudaanticuerposmonoclonalesquesoncapacesde recono-
cerdeterminantesantigénicoscaracterisrticosde poblacioneso subpoblacio-
nes celularesy/o estadiosde diferenciación.Los antígenospresentesen la
superficiede los linfocitos y que sirven como marcadoreshansido clasifica-
doscontodo detallebajo la denominaciónde CD (grupode diferenciación)
másun número.Así CD19y CD2O sonmarcadorescaracterísticosdeloslin-
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focitosB y CD3, CD4y CD8 de linfocitosT y de susdosprincipalessubpo-
blaciones.Estosestudiosse realizan en células en suspensiónprocedentes
fundamentalmentede sangreperiférica,y tambiénen tejido medianteestu-
diosinmunohistoquímicos.

Tambiénpuedenserreconocidosmedianteanticuerposmonoclonalesan-
tígenostumoralesqueayudanacaracterizartumoresdemuy diversasestirpes.

Los estudiosde linfocitos no se limitan a reconocersuestirpey estadio
de diferenciación(estudiosfenotípicos),sino quetambiénse realizanestu-
dios funcionalesvalorando«in vitro” encultivos decortaduraciónla capaci-
dadfuncionalo derespuestafrentea estímulosdediversotipo de lasdiferen-
tespoblaciones.

METODOLOGÍA EMPLEADA

La mayoríadelas técnicasutilizan lacapacidadde unirseespecíficamen-
te entresí queposeenlosantígenosy los anticuerpos.Así, medianteun anti-
cuerpode especifidadconocida,podemosdetectarla presenciadel antígeno
correspondientey medianteun antígenoconocido podemosinvestigar la
existenciadeanticuerposfrenteal mismo.

Precipitación en geles:Paradetectarla existenciade la unión entreel an-
tígeno y el anticuerpose hanutilizado diversosmétodos.Los másantiguos
dependende la capacidadquetienen los complejos entreantígenoy anti-
cuerpoparaprecipitardespuesdehaberseformado.Estoha servidoparade-
tectarlosen gelesdespuésde dejarlosdifundir enellos (técnicasde inmuno-
difusión doble)o tras el pasode unacorrienteeléctricaque los separepor
suscargas(inmunoelectroforesis).

Las técnicasde precipitaciónen gelespuedenservir no sóloparadetec-
tarel antígenoo el anticuerposinoparacuantificarlosen funcióndel tamaño,
localizacióny característicasdel complejo precipitado(inmunodifusiónra-
dial). Hoy día estastécnicasengelestiendena sersustituidaspor técnicasen
faselíquidaenlas queantigenoy anticuerpoal combinarseformanunaturbi-
dez que puedenser medidapor la dispersiónde unafuenteluminosainci-
dente.Estamediciónse realizaen un nefelómetroy tienela ventajadepoder
serautomatizada.

Inmunofluorescencia: Los colorantesfluorescentescomo la rodaminay
la fluoresceinapuedenser acopladoscon facilidad a anticuerpossin que
estospierdan suespecificidad.Haciéndolosreaccionarsobrecélulaso teji-
dossepuededetectarfácilmenteenellosla presenciadel antígeno.

En muchasocasioneslo quese quiereconoceres la especificidadde au-
toanticuerpospresentesen el suerode enfermos.En esoscasosse utilizan
técnicasllamadasde inmunofluorescenciaindirectaen las que el suero del
enfermoseponeen contactocon cortesde tejido, a losque seuniranlos an-
ticuerpospresentesen el sueroy que tenganespecificidadpara antígenos
presentesen dichostejidos(antinucleares,antiislotespancreáticos,etc.).Pos-
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teriormente,y despuésdelavar, se incubael tejido con anticuerposcontrain-
munoglobulinashumanasmarcadoscon el colorantefluorescentequeirán a
unirsea losanticuerposquehayanencontradosuantígenoen el cortedeteji-
do. La visualizaciónposteriorconun microscopiode fluorescenciapermite
conocersí exísttananticuerposen el sueroy suespecificidadpor la localiza-
ción del lugardeunión enel tejido.

En célulasquepermanecenvivasy en suspensiónen un medio líquido los
anticuerposno puedenatravesarsumembrana,y por tanto sólo puedenque-
darunidosa antígenospresentesen ella. Este método,utilizando anticuerpos
monoclonalesmarcadoscon colorantesfluorescentesdirigidos contralosanti-
genosde membranaquecaracterizana las diversassubpoblacionesde linfoci-
tos y susestadiosde diferenciación,esutilizado parareconocerel fenotipode
estascélulasen sangreperifericao en cualquierotro fluido. Aunquela lectura
puedehacerseen microscopio,habitualmentese realiza en un citómetro de
flujo quepermitepor un lado unamayor rapidezy un importantegradode au-
tomatizacióny por otra la determinacióndel tamañoy característicasdelascé-
lulasasícomounacuantificacióndela fluorescenciapresenteen sumembrana.

El citómetro de flujo permitetambién la separaciónde subpoblaciones
celularesqueposeanensusuperficieun antigenode diferenciación,median-
te el reconocimientode estepor la unión de un anticuerpomonoclonal.El
aparatologra fracionar la corrientede líquido en muy pequeñasgotas,cada
una de ellasconteniendounasola célula. Si estaestácoloreadapor el anti-
cuerpoflorescente,la gotasecargay posteriormentese desvíapor la acción
de un campoeléctrico.Estaacción repetidacon cadacélulamarcadaaenor-
me velocidadpermitela purificacióndegrandescantidadesdecélulasdeuna
mismasubpoblaciónentiemposrelativamentecortos(Figura2).

En los estudioshistoquimicospara la localizacióndeantigenostisulares,
los anticuerposespecíficossoncon frecuenciamarcadospor otros coloran-
tes: unasvecesse empleabiotina paraacoplaral antisueroy posteriormente
estase revelacon avidina fluorescente.En otrasocasionessonenzimas(pe-
roxidasa,fosfatasa...)los quese acoplanal antisueroy posteriormentesevi-
sualizanpor métodosinmunohistoquimicosconvencionales.

Radioinmunoensayoy enzimoinmunoensayo.LastécnicasdeRíA y ELI-
SA se utilizan para la detecciónde antígenosy anticuerposen fase liquida.
Ernpleanp~raelloelanticuerpoo e¡antígenoespccific~paraaquelloqueva
a ser detectadomarcadorespectivamentecon isotoposradioactivoso con
enzimas.Son técnicasmuy empleadaspor suexquisitasensibilidady poruti-
lizar muy pequeñascantidasdesde reactivos.El ELISA tienela ventajadeno
utilizar productosradioactivospor lo queva sustituyendocadavezmása las
técnicasdeRíA.

Inmunotransferencia sobre membranas (Inmunoblotting). En ocasiones,
si el antígenono estápurificado,la únicaformade conocerla especificidad
de un anticuerpoes haciéndoloreaccionarcon el antígenodespuésde que
éstehasido separadocon el empleode electroforesisengelesy transferidoa
membranas(Figura3).
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Fig. 2 —Cirometrodeflujo.

Lascélulastras ponerseencontactocon antisuerosmonoclonalesfluorescentesdirigidoscontra
antígenosespecíficosde la superficiecelular pasana la cámaradeflujo dondedeunaenuna son
iluminadascon un rayo láserparamedir encadauna sugranulosidady su tamañoy la presencia
defluorescenciaroja y/o verde.Lasdiferentespoblacionescelularespuedenser separadasme-

diantecargaspositivaso negativasdependiendodesu tincióncon losantisuerosmonoclonales.

Fig. 3.—Inmunotransferenciasobremembranas.

Losdiferentespéptidosdel antígenoson separadosporcargamedianteelectroforesisenun gel. y
posteriormentetransferidiosaunamembranadenitrocelulosa.Entercerlugarseañadeel anticuer-
PO y despuésde lavar,un antísueromarcadoparaponerderelievedondesehaunidoel anticuerpo.
Finalmenteserevelamedianteautorradiografíao visualizandolasbandaspormétodosenzimáticos.
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Técnicasde biologíamolecular. El reconocimientoconun elevadogrado
de precisiónde productosimportantesen la respuestainmunitariay de su
producciónpor determinadascélulas puedeser realizadoventajosamente
medianteel reconocimientode los genesque lo codifican.Así estudio de
ADN o de mARN soncadadía másempleadosenlos laboratoriosdeinmu-
nologíaparael tipajeHLA parael trasplante,por suasociacióna numerosas
enfermedadesy paraconocerla producciónde citocinaspor determinadas
células.

Son fundamentalmentetécnicasde reacciónen cadenade la polimerasa
(PCR) o de estudiodel polimorfismode fragmentosde restricción(RFLP)
las más empleadas.La PCRpermitela amplificación de pequeñosfragmen-
tos de ADN apartir de mínimascantidadesdemuestra,sinnecesidadde ais-
larlos previamente(selogranamplificacionesde hastaun millón de vecesen
pocashoras),pudiéndoseasídetectarlosfácilmentesiempre-queseconozca
susecuencia(Figura4).
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Fig. 4.—Reacciónen cadenadelapolimerasa.

Los dosprimerospasospermitenel aislamientodel ADN delas célulasnucleadasdecualquier
tipo de muestrabiológica(sangre,tejido...).A partir demínimascantidadesde muestradeeste
ADN y conociendolasecuenciadelfragmentoque sequiereestudiar,seamplifica estemedian-
te una reacciónencadenadel enzimaTaq polimerasa.La comprobaciónde laexistenciade la
secuenciabuscadase realiza biencorriendoel productoobtenido enun gel y viendo la apari-
ción de un fragmentoamplificado del tamañoadecuado(en el casodeque la reacciónse haya
realizadocon cebadoreso “primers«específicosparala secuenciabuscada),o bien mediante

sondasquehibridanespecíficamenteconel fragmentoen cuestión.

Los estudiosde RFLP permitentambién la localización de geneso se-
cuenciasrelacionadas,apartir de cantidadespequeñasde ADN quesonpri-
merocortadascon enzimasderestricción,posteriormentecorridasen geles,y
finalmentehibridadascon sondasquepermitendichalocalización(Figura5).
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Fig. 5.—Estudiodelpolimorfismodefragmentosderestricción.

En un primer pasose la el ADN de la muestrabiologica.A continuaciónsefragmentacon la
ayudadeenzimasderestricciónquecortanelADN por lugaresprecisosconunasecuenciade-
terminada.En tercerlugarseseparanesosfragmentosmedianteelectroforesisenungel. Poste-
riormente setransfierena unamembranay se fijan a ella. Finalmentese incuba la membrana
conunasondamarcadaquehíbridaconunasecuencíaprecisay serevelamedianteautorradio-
grafíapara ver la longitud del fragmento/sen los que hahibridado.El patrón de longitudde
estosfragmentospermitendeducirla presenciao no deun gen o unamutaciónenalgunazona

ensusproximidades.


