INVESTIGACIONES ORIGINALES

Revista de la Facultad de Medicina
Universidad Nacional de Colombia
1994 — Vol. 42 N° | (Pags. 5-8)

Separacion rapida de leucocitos de sangre periférica
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La obtenciéon rapida de leucocitos de sangre periférica
ha sido posible gracias al diseiio y construccion de una
camara receptora (esterilizable quimicamente). Inme-
diatamente se ha tomado la muestra de sangre
anticoagulada (3 ml) con una jeringa plastica, ésta se
acopla a la cAimara receptora previamente llena de ficoll-
hypaque. Durante la centrifugacion los eritrocitos pasan
lenta y gradualmente a la cimara receptora y los
leucocitos quedan en la jeringa en la zona de exclusion o
interfase (plasma/ficoll-hypaque). La obtencion de los
PBL se realiza desacoplando la jeringa de la cimara
para proseguir el lavado y purificacion de las células
por separado, ahorrando tiempo y reduciendo en lo po-
sible el contacto de los leucocitos con superficies
adherentes o posibilidades de contaminacion. El disefio
de esta nueva camara permite obtener leucocitos sin
contaminacion eritrocitaria y economiza tiempo para el
procesamiento de muestras sanguineas.

INTRODUCCION

Los leucocitos de sangre periférica PBL del bazo y
nodulos linfiticos son una mezcla de varias pobla-
ciones celulares (1, 2), las cuales se han venido se-
parando seglin sus caracteristicas bioldgicas (antigenos-
receptores, enzimas) (3), biofisicas (adherentes, no
adherentes, densidad, carga eléctrica de superficie,
etc.), tal como lo ha demostrado Shortman (4) en
murinos (5, 6). Desde el punto de vista inmunoldgico
se estudian dos grandes grupos: linfocitos T y linfocitos
B. Hoy dia existen avances tecnoldgicos sofisticados,
como la citometria de flujo la cual separa las células
electronicamente teniendo en cuenta su volumen asi
como uno o dos marcadores moleculares de mem-
brana al mismo tiempo (7-9).

Se requieren técnicas de mdxima seguridad en la
asepcia y gran rapidez para garantizar una viabilidad
celular 6ptima (9-11). En el presente trabajo se muestra
un método simplificado para el aislamiento de
leucocitos de sangre periférica, PBL, con el disefo
y construccién de una cdmara esterilizable para re-
mover por centrifugacion los eritrocitos en forma
inmediata, dejando los leucocitos en la interfase
plasma/ficoll-hypaque ficilmente separables para
hacer las pruebas bioldgicas (12).

MATERIALES Y METODOS

Se toman tres ml de sangre periférica, empleando
una jeringa plastica, a3 (Figura 1-A), con émbolo de
caucho. Como anticoagulante se emplean 0,2 ml de
EDTA al 10%, o heparina al 0.3% La separacion de
las células se hace siguiendo las metodologias ya
establecidas (9).

Una vez esterilizadas las cdmaras, se llenan comple-
tamente con la solucién de ficoll-hypaque (1.3 ml),
con la ayuda de una jeringa, cuidando de no dejar
burbujas de aire dentro de la cdmara, b3 (Figura 1-
B). La solucion de ficoll-hypaque tiene una densidad
de 1,077 y estd compuesta de: 20 ml de hypaque
sodico 50% P/V, méds 6,34 g de ficoll (PM 400.000),
todo disuelto en agua destilada, hasta un volumen de
100 ml.

Se acopla la jeringa (acoples a4 y bl de la Figura 1-
B) directamente a la cdmara y se le remueve el
portaémbolo a2. Este conjunto se introduce en el
tubo porta-cimara TPC y se centrifuga empleando
un rotor escualizable o de rotacion horizontal (radio
minimo = siete cm, radio maximo 17 cm). Se centri-
fuga a 1.000 rpm por cinco minutos y luego a 2.500
rpm durante 25. Terminada la centrifugacion se saca
el conjunto cdmara-jeringa del TPC. Los PBL quedan
concentrados en la interfase ficoll-hypaque/plasma
en la jeringa y se pueden extraer de dos maneras: por
gravedad o por aspiracion exclusiva de la capa de
leucocitos, VI, en la interfase (Figura 2). Para la
primera se desacopla la jeringa de la cdmara y se va
empujando el émbolo cuidadosamente, eliminando
el maximo volumen posible de ficoll-hypaque para
quedarse sélo con la capa de leucocitos los cuales se
recogen en un tubo pldstico y se lavan con medio de
cultivo, RPMI-1.640, o solucién de Hank, (HBSS).

Para extraer los leucocitos por aspiracion, se inserta
una aguja al émbolo de caucho para removerlo. Con
la ayuda de una pipeta de pldstico se toma cuidado-
samente so6lo la capa de leucocitos VI, (Figura 2),
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Figura. 1. Esquemas de los componentes mecdnicos para centrifugar mues-
tras de sangre, en forma inmediata. En 1: A = Jeringa de pldstico transpa-
rente (3 ml), con émbolo de cauchoa2. B = Camara portacélulas (eritrocitos).
TPC = Tubo parta-cimara. 11. Detalles de disefio de la cdmara y porta-

cdmara.

procurando tomar el minimo volumen de liquido cir-
cundante interfasico, y se transfiere a tubos plasticos
o placas de pozos miiltiples, para ser lavados por
centrifugacion, cuidando de no sobrepasar la FCR
mayor de 400xG.

Después de cada centrifugacién se elimina el maxi-
mo posible de sobrenadante y se resuspenden las
células agitando vigorosamente el tubo o placa. Al
finalizar se le agregan 0,2 ml de solucién lavadora.
Se calcula el nimero de células por medio de una
cdmara de Newsbawer, ajustando el volumen total
de tal manera que una alicuota de veinte microlitros
posea unas 1.000 - 2.000 células. Para ver si hay

6

contaminacién con otro tipo de células se hace un
extendido celular sobre un vidrio porta-objeto para
observarlas histoquimicamente (13). Se constata la
viabilidad celular observando las células con el co-
lorante azul tripan al 0.1% en HBSS.

Una vez lavados, los leucocitos quedan listos para
hacer las pruebas biolGgicas como las de citotoxicidad
o induccién de blastogénesis por mitégenos, MLC,
fitohemaglutininas (9, 14).

Recuperacién de eritrocitos. Con la ayuda de una
jeringa estéril (10 ml con aguja No. 18), se remue-
ven por aspiracion los eritrocitos de la cdmara (b3). Se
lavan con PBS-SS, pH 7.0, o con medio de HBSS
para usarlos posteriormente en pruebas biologicas.

DISCUSION

La separacion fisica de los distintos tipos de célu-
las sanguineas es una prdctica biomédica que exige
prontitud y destreza para asegurar mayor viabilidad
celular. Esto es posible con el protocolo aqui descrito
ya que permite que una vez obtenida la muestra de
sangre, ésta pasa de inmediato a ser centrifugada.

Sé6lo hay que reemplazar la aguja de la jeringa por
la cdmara receptora o portacélulas (eritrocitos),
esquematizada en la Figura 2, la cual habia sido
previamente llenada con la solucién separadora de
ficoll-hypaque. Durante la centrifugacion este me-
dio de separacion, cuya densidad inicial es de 1.077,
va siendo gradualmente desplazada de la cdmara b3
(Figura 1-B), por la entrada gradual de los eritrocitos
comenzando por los mas densos.

La velocidad de entrada de estas células estd de-
terminada por dos elementos: a) La fuerza centri-
fuga, la cual a su vez depende de la velocidad
angular de rotacién (1.000- 2.500 rpm), y del ra-
dio de giro. Para fines précticos se calcula la fuerza
centrifuga relativa como: FCR = Kx R x N?x 10
5. siendo: K = 1,118; R = radio de giro en centi-
metros; N = rpm. Durante la centrifugaciéon a la
velocidad médxima (2.500 rpm), la FCR para la
capa superior de la sangre es de 5162xG, y en el
fondo los eritrocitos tienen un valor de 12.537xG
(Figura 2-B), (15). b) La entrada gradual de los
eritrocitos a la cdmara es isocérica e induce el
desplazamiento del ficoll-hypaque hacia la jerin-
ga, lo cual a su vez hace que vaya cambiando la
densidad del medio separador. Los eritrocitos
arrastran asociados a sus 128 - 160 micras cuadra-
das de superficie celular (16), solutos/solventes
plasmaticos, que no pueden ser removidos por la
turbulencia hidrodindmica durante la centrifugacion.
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Figura 2. Dindmica celular en la separacion entre eritrocitos y leucocitos de sangre periférica en gradiente discontinuo de ficoll-hypaque usando la camara
de separacion celular. A = Esquema general en el que: Vi = Volumen inicial de ficoll-hypaque. V'i = Volumen de ficoll-hypaque desplazado por los eritrocitos.
VE = Volumen de células eritrocitarias (*). Vs = Volumen de sangre periférica inicial, (plasma, células). VI = Volumen de células leucocitarias (o). Vpp =
Volumen de plasma y plaquetas. a2 = Embolo de caucho. Los radios de giro OT = 9 cm; OB = 17 em. Los eritrocitos presentes en Vs se dirigen a la camara
b3 (Figura 1-B), por accién de la fuerza centrifuga desplazando parte del volumen Vi al V'i. La altwra tanto de la interfase eritrocitaria I1E, como de la interfase
leucocitaria Il, depende de VE el cual es caracteristico de las condiciones fisiolégicas de cada donante al igual que V'I. B = Valores de la fuerza centrifuga

relativa, FCR, mdximas y minimas para las velocidades mds frecuentes, utilizadas en la centrifugacion celular, calculadas segiin Lee 1974, (20).

El medio ficoll-hypaque asi desplazado comienza a
hacer retroceder los leucocitos desde la interfase I,
hasta la interfase Il, a la vez que recibe por
sedimentacion todos los leucocitos desde T hasta II.
El volumen leucocitario V1 queda en equilibrio
estdtico en la interfase 11, entre el ficoll-hypaque y el
plasma/plaquetas (Figura 2).

La densidad especifica que cada tipo celular posee,
obedece a las relaciones fisicas entre su volumen
V, y su peso P, o sea D = P/V. A estos dos factores
fisicos, se suman las propiedades hidrodindmicas
entre la topografia de las membranas plasmdticas
(externas) y el medio liquido (turbulencia viscosa),
distinguiéndose las interacciones hidrofébicas,
hidrofilicas, interacciones salinas eléctricas, etc.,
todo lo cual permite diferenciar fisicamente un grupo
de células de otro (16, 17).

Debemos recordar que la viscosidad de la sangre
sigue un comportamiento hidrodinimico no-
Newtoniano y por lo tanto no sigue las leyes descri-
tas por la ecuacion de Poiseille. Esto se debe a la
presencia del fendmeno de Rouleaux y a la gran
flexibilidad de los eritrocitos (16).

La camara receptora de las células ha sido disefiada
para albergar en b3, todos los eritrocitos presentes
en tres ml de sangre periférica de donantes con

hematocritos normales (X = 43% v/v). Si un donante
posee un VE mayor de 43.0% se debe disminuir el
volumen sanguineo Vs (Figura 2-A), con el fin de
que el VE no sobrepase el volumen Vi de la camara
b3. La interfase eritrocitaria IE, nunca debe sobre-
pasar de la altura L.

Se distinguen dos protocolos experimentales para
aislar las distintas subpoblaciones celulares ya sean
de sangre periférica, érganos linfiticos, bazo. aspi-
rados de médula 6sea, etc.: los que separan las cé-
lulas o sus fragmentos por gradientes de densidad
para fines bioquimicos/quimicos o de diagndstico. y
los que separan las células para cultivo in vitro o
trasplantes is6logos o autélogos (18, 19). Se debe
precisar las propiedades fisioldgicas de las solucio-
nes de separacion y lavado ya que se necesita que
la viabilidad celular sea 6ptima. Para estos proto-
colos existen varios compuestos quimicos tales como
sacarosa, glicerol, gelatina, etc., los cuales en ma-
yor o menor grado pueden alterar la viabilidad ce-
lular. El uso del ficoll-hypaque y recientemente del
percol, ha aportado considerables adelantos técni-
cos, ya que se pueden ajustar mejor la fuerza idnica,
el pH, la presién osmdtica y la viscosidad lo mads
cerca posible a las condiciones fisiologicas de cada
tipo celular en cada especie y asi garantizar que la
viabilidad celular sea cercana al 100%, constatada
por medio de un colorante vital, como el azul tripan.
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ABSTRACT

Periferal Blood Leucocites, PBL, can be easily separated
from Red Blood Cells (RBC), using a ficoll-hypaque
density gradient. A three ml plastic syringe with 3
ml of anticoagulated periferal blood is readely attached
to the sterilized cell chamber full of a density gradient
solition. This device thus assembled is centrifuged,

(500 - 2.500 rpm), for 20 minutes and the RBC are
readely separated. PBLs retained at the plasma/ficoll-
hypaque interphase in the plastic syringe are isolated
following standard protocols and used for clinical or
biological test (HLA, microcitotoxic technique ,etc.).
Details of the cell chamber are given. This procedure
yields optimun PBL without other cell contaminants
and can save time in skilfull hands.
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