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NUEVO SISTEMA HOMOLOGO AUTOCATALITICO ,
PARA EVALUAR CITOTOXICIDAD MEDIADA POR CELULAS
DEPENDIENTES DE ANTICUERPOS

Lic. José de la Paz Naranjo'

RESUMEN

Se propone un sistema que no requiere marcaje radioisotépico, sensible y sencillo
que utiliza células efectoras, células diana y anticuerpos de la misma especie para
evaluar citotoxicidad mediada por células dependientes de anticuerpos. La actividad
citotéxica se evalud en células mononucleares periféricas de donantes voluntarios
de sangre, aparentemente sanos, y se amplifico en el proceso de lisis mediante la
actividad peroxidasa de la hemoglobina liberada por células diana constituidas
por eritrocitos O*, papainizados y recubiertos con anti-D. No se evidencié
correlacion lineal entre indices citotoxicos y relacién linfocito/monocito. El
método propuesto puede ser utilizado en exploraciones clinicas y experimentales
sisteméticas.

DeCS: CITOTOXICIDAD CELULAR ANTICUERPO-DEPENDIENTE/
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Enlapréacticaclinica, laevauaciénde
la citotoxicidad mediada por células
depedientes de anticuerpos es (til parala
valoracion de la inmunidad celular en
pacientes afectados por cancer, infeccién
viral, bacteriana o autoinmunidad.

Varias poblaciones de linfocitos, los
neutrofilos, fagocitos mononucleares y
especialmentelascélulasasesinas naturales
(NK), son capaces de lisar diferentes tipos
de celulasdiana. En muchoscasos, lamuerte
de la célula diana requiere que esté
recubiertapor |gG especifica. A este proceso

delisisseledenominacitotoxicidad mediada
por células dependientes de anticuerpos
(CCDA).x®

Entre los numerosos métodos in vitro
para la evaluacién de la CCDA, el
radioisotopico, por su sensibilidad y
caracter cuantitativo, es mas utilizado que
los visuales y colorimétricos. Esta
superioridad implica instalaciones
especiales y equipamiento de alto costo
inexistentes en algunos laboratorios
cubanos, asi como persona entrenado y
leyes reguladoras destinadas a proteger al
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personal técnicoy a medio ambiente. Una
alternativa seria amplificar la reaccion
citotdéxica aprovechando la actividad
enzimatica de compuestos presentes sélo
en las células diana, que elimina las
desventajas delosmétodos actual es. Es por
estarazén que se hautilizado en el presente
trabajo la actividad peroxidasa de la
hemoglobina, liberada por los eritrocitos
humanos lisados, para evidenciar la
CCDA .#®

METODOS
MUESTRA

Setomaron muestras de sangre venosa
de 36 individuos aparentemente sanos, de
ambos sexos, donantes voluntarios de
sangre que acudieron al Servicio de
Transfusiones del Instituto Superior de
MedicinaMilitar “Dr. LuisDiaz Soto” y que
cumplian los siguientes criterios de
inclusién: adultos menores de 55 afios, que
no hubieran recibido ningun tipo de
hemoterapia ni tratamiento con inmuno-
moduladores en los 3 meses previos al
estudio. A todoslos donantes selesredizd
leucograma y se les calcul6 la relacién
linfocitos/monocitos.

AISLAMIENTO DE CELULAS
MONONUCLEARES PERIFERICAS

Las muestras de sangre obtenidas por
puncién venosa y anticoagulada con
heparina libre de preservo (50 Ul/mL),
diluidas 2:3 con buffer fosfato salino (0,1
mol/L)y pH 7,4 (PBS), sedepositaron sobre
la mitad del volumen de urovideo 75 %
(d=1,077 g/cP), entubosde 13x 100 mmy
secentrifugaron a2 500 rpm durante 20 min
atemperatura ambiente. Posteriormente se
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extrgjo con una pipeta “ Pasteur” el anillo
gue contenia las células mononucleares
periféricas (CMP) en la interfaces, y se
lavaron 2 veces mediante centrifugacion a
1500 rpm durante 15 min con PBS. La
concentracion segjusté a8 x 10° cél/mL en
medio esencia minimo (MEM), librederojo
fenal.

OBTENCI(’)N Y PREPARACION
DE CELULAS DIANA

En calidad de células diana fueron
utilizados eritrocitos O*, conservados en
solucién de écido citrico 7,3 g/L, citrato de
sodio 22,0 g/L y dextrosa 24,5 g/L (ACD),
por no mésde 7 diasa4 °C.

Loseritrocitos O™ el diadel ensayo se
lavaron con solucion de cloruro de sodio
(0,15 mol/L), y setrataron enziméaticamente
con unasolucion acuosade papainaa 1 %
durante 4 min. Posteriormente se sensibi-
lizaron con suero hemoclasificador anti-D
durante 1 h a temperatura ambiente y se
lavaron con MEM para eliminar los
anticuerpos no pegados. Una alicuota de
hematies fue también incubada en las
mismas condiciones, pero esta vez, con
albimina 2,5 % como control. Se gjustd la
concentracion a8 x 10°cél/mL 1%

DISENO

El ensayo de CCDA se realizd por
cuadruplicado en placas de cultivo de 96
pozos de fondo plano. Losreactivosy la
metodologia utilizada se detallan en la
tablal.

Una vez dispensadas las células
(efectorasy diana) en los pozos delaplaca
decultivo, éstafue centrifugadaa 1 000 rpm
durante 1 min eincubadaa 37 °C durante
4 h. Después de este proceso, se homo-



TABLA 1. Concentraciones celulares y volimenes de reaccién en microlitros necesarios en el ensayo

Relacion  (10:1)
Célula efectora/célula diana

Lisis
experimental

Lisis
maxima

Lisis
espontanea

CMP 8 x 108 cél/mL

Eritrocitos sensibilizados/anti-D

4 x10° cél/mL

Eritrocitos sensibilizados/albumina
4 %105 cél/mL

Eritrocitos sin sensibilizar

8 x10° cél/mL

Agua destilada

50
100

50

100

50

100

geneiz6lamezclade reaccion en cadapozo
por resuspensin, con ayudade una pipeta
“Pasteur”, y se centrifugd a 1 000 rpm
durante 5 min. Seguidamente setomo una
alicuota de 70 pL del sobrenadantey se
mezcl6 con 100 pL de buffer citrato (0,1
mol/L) y pH 5,6, seleadicionaron 0,5mL/L
de peréxido dehidrégenoa 30%y 0,6 g/L
orto fenilendiamino (OPD), y seincub6 a
37 °C durante 30 min en laoscuridad. La
reaccion enzimética fue detenida por la
adicién de 30 pL de una solucion de
metabisulfito de sodio (0,5 mol/L) y la
densidad 6ptica se midié a450 nm contra
blanco reactivo en un espectrofotometro
UVishble.

El grado de lisis de las células diana
fuefijado por laliberacion de hemoglobina
durante 4 h de incubacion a 37 °C
(densidsad Gptica, DO 450 nm) y expresado
en porcentaje (%) de lisis especifica
mediantelaférmula

% delisis = liss experimental - lisis espontanea x 100
especifica  lisis méxima - lisis esponténea

PROCESAMIENTO ESTADISTICO

L osdatos primarios se procesaron de
forma automatizada mediante €l paguete
estadistico STATISTICA. Se aplico untest
T a las cifras medias de hemdlisis,
expresadas en DO a450 nm, paraconocer
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diferencias entre sustancias sensi bilizantes,
y untest de correlacion entre porcentaje de
lisis especifica y relacién linfocito/
monocito. El nivel de significacion sefijé
enunap<0,05.

RESULTADOS

Los vaores promedios de hemdlisis
cuando seutilizaron hematiesrecubiertoscon
anti-D fueron estadisticamente diferentes a
los de los hematies control, es decir, a los
tratados con albuminaal 2,5% queno fueron
recubiertos con anti-D (tabla2).

TABLA 2. Indicadores de actividad citotdxica, expresados
en unidades de densidad dptica

Sensibilizacion Densidad 6ptica Significacion
Media DE p < 0,05 (*)

Anti-D 0,217 0,046

Albumina 2,5 % 0,161 0,053 *

La distribucion de frecuencia de los
indices citotoxicos determinados en €l
ensayo CCDA propuesto, se muestraen la
figura

Lardacionlinfocito/monocito (5,69/1) en
los donantes estudiados no mostré
influenciasobrelosindicescitotoxicossegin
el test decorrelacion lineal aplicado, end que
seobtuvo un indicedecorrelacion de - 0,01.
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FIG. Distribucién de frecuencia de los indices citotéxicos
determinados.

DISCUSION

Con el sistema propuesto paraevaluar
CCDA, que utiliza hematies O* de amplia
distribucién en la poblacion y cuyos
resultados se revelan por la actividad
catalitica de la hemoglobina liberada en
el proceso de lisis celular, se pudieron
obviar las limitaciones de los métodos
radioisotodpicos citadas al inicio, lo que
justifica su incorporacién en la
evaluacion deestetipo derespuestacelular.

Ademéds, los resultados alcanzados
permitieron afirmar qued sistemahomdlogo
empl eado fue estadisticamente confiabley
atribuir las diferencias entre lisis
experimental y espontanea solamente ala
inmunoglobulina anti-D, marcador
empleado y facilitador de dicho proceso
(tabla?2).

Aunque se informa que |os monocitos
incrementan la fragilidad osmética de los
eritrocitos sensibilizados con anti-D,* en
esteensayo no seconstato correlacion entre
relacion linfocito/monocito e indices
citotdxicos, o que permitié utilizar parala
evaluacién células mononuclearesy evitar
de este modo la deplecién de una u otra
estirpe celular. Lavariabilidad ampliadelos
indices citotéxicos entre individuos
encontradas por este proceder, essimilar a
lainformada por otros autores.#

El método homdlogo autocatalitico
desarrollado, que utilizé la actividad
peroxidasa de la hemoglobina para
amplificar lareaccion citotdxica, norequiere
dereactivos, equipamiento ni instalaciones
especiales para su empleo, lo cual lo hace
economicamente superior y mas factible
gue los existentes.

SUMMARY

A simple, sensitive system which does not require radioisotope markers and uses
effector cells, target cells and antibodies of the same kind to evaluate antibody-
dependent cell-mediated citotoxicity is presented in this paper. Citotoxic activity
is assessed in peripheral mononuclear cells from apparently healthy voluntary
blood donors and was extended in the lysis process through the peroxidase
activity of hemoglobin released by target cells made up of anti-D coated O*
erythrocytes. There was no linear correlation between cytotoxic indexes and
lymphocyte/monocyte ratio. The suggested method may be used in systematic

experimental and clinical scanning.

Subject headings: ANTIBODY-DEPENDENT CELL CITOTOXICITY/
immunology; IMMUNITY, CELLULAR; ERYTHROCYTE.
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