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Introduccién

I. El sistema inmune como recurso indispensable para la supervivencia

Mucho le debemos a nuestro sistema inmune, el cual nos preserva de una muerte segura
por infeccion. Los seres humanos que nacen con severos defectos inmunolégicos morirdan
sin remedio a menos que sean aislados de los innumerables agentes infecciosos de origen
viral, bacteriano, protozoario, fiingico o parasitico, de los que potencialmente son blanco.
Con el fin de impedirles la entrada, o al menos intentarlo, el organismo cuenta con
barreras fisicoquimicas naturales de amplio espectro y origen como la piel y las
membranas mucosas. En caso que el organismo agresor logre franquear esta primera linea
de defensa, tanto los fagocitos como las células asesinas (células killer) y el sistema
complemento estardn presentes para evitar la infeccién. Dichos componentes conforman el
primer escudo de defensa, conocido como inmunidad natural o innata, que puede
actuar sin que exista sensibilizacion previa, es decir, sin que el organismo haya sido
expuesto anteriormente al agente agresor. La importancia de dicha respuesta en los
primeros estadios de vida es crucial, pues frente a un sistema inmunolégico en desarrollo
los recursos innatos para la supervivencia son esenciales.

A diferencia de los ya mencionados, existen otros mecanismos que son inducidos
o estimulados ante la deteccién de un antigeno, molécula identificada como extrafa por el
organismo. Estas moléculas, al interactuar con receptores especificos, gatillan la activacién
de los linfocitos, células altamente especializadas que integran una compleja estructura
sobre la que se sustenta el sistema inmunolégico del individuo. El reconocimiento
molecular del antigeno es un evento crucial y altamente especifico que requiere tanto de
receptores celulares como solubles para lograr su objetivo: eliminar el agente extrafio. Este
segundo escudo de defensa recibe el nombre de inmunidad especifica o adquirida, la
cual mejora su eficacia con las repetidas exposiciones al antigeno, potenciando su
respuesta.

La comunicacién entre las distintas poblaciones celulares que intervienen en la
respuesta inflamatoria aguda es llevada a cabo por diversas vias. El contacto célula-célula
y la liberaciéon de moléculas solubles -citoquinas- son algunos de dichos mecanismos.
Estas moléculas, de naturaleza proteica, conforman los caracteres fundamentales de un

complejo lenguaje que sustenta la interaccion celular necesaria para generar una respuesta
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inmune efectiva. La presencia de receptores celulares especificos para cada citoquina le
permiten al sistema no pasar inadvertido frente a ese mar inconmensurable de vocablos
que lo rodea, orientando la respuesta con el fin de eliminar a cada antigeno en particular.

A pesar de que el sistema inmunolégico funciona como un todo arménico, es
posible dividir la respuesta inmune especffica -al menos teéricamente- en dos amplias
clases: la humoral y la celular.

El arma clave utilizada en la respuesta humoral es la molécula de anticuerpo o
inmunoglobulina. Esta proteina, producto de la expresiéon de un importante rearreglo
génico en los linfocitos B, constituye el receptor especifico para el antigeno, y actiia como
nexo coordinante entre dicha molécula y su préximo ejecutor: la cascada de complemento
o las células efectoras. Su presencia en sangre y otros fluidos corporales le permiten al
anticuerpo ponerse rdpidamente en contacto y unirse fuertemente al antigeno.

Si bien la sintesis de anticuerpos se localiza principalmente en el bazo, los
ganglios linfdticos, el higado y la médula 6sea, su radio de accién no se encuentra limitado
al sitio de su produccién. Esta propiedad le permite al sistema humoral actuar en forma
global y sistémica sin necesidad de sintetizar anticuerpos en todos los tejidos del
organismo. La inactivacién de particulas virales y toxinas bacterianas, la lisis de
microorganismos mediada por complemento y la fagocitosis de antigenos opsonizados son,
en resumen, algunos de los importantes efectos producidos por la respuesta humoral.

La inmunidad celular es mediada principalmente por células conocidas con el
nombre de linfocitos T. Esta poblacién presenta en su superficie una molécula
caracteristica e indispensable para su funcién: el receptor de las células T (RCT). Este
receptor, producto de la expresion de un rearreglo génico semejante al producido en los
linfocitos B para dar origen a las moléculas de anticuerpo, es el responsable del
reconocimiento especifico del antigeno en las células T.

Asi como el anticuerpo reconoce a su ligando sin la colaboracién de otra
molécula, el RCT -salvando ciertas excepciones (Henkart, 1985; Lauzon et al, 1989)- s6lo
puede reconocer e interactuar con el antigeno cuando éste se encuentra presentado en el
contexto del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH). Existen dos clases de
moléculas de CMH: las de clase I y las de clase II. Todas las células somdticas expresan el
CMH I mientras que solo ciertas poblaciones, denominadas células presentadoras de
antigenos (CPA), coexpresan ambos péptidos.

Los macrofagos, las células dendriticas y los linfocitos B son las principales CPA,
las cuales realizan dicha actividad principalmente en los ganglios linfdticos. Los linfocitos

T helper reconocen al antigeno presentado en el contexto del CMH II, utilizando a la
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molécula de CD4 como coreceptor. Estas células, al ponerse en contacto con el antigeno,
sc activan y liberan potentes sefiales quimicas (linfoquinas) que ponen en alerta al sistema
inmune en su conjunto, y en especial a la comunidad celular del ganglio donde fue
presentada la molécula extrafia. La produccion de anticuerpos especificos para el
reconocimiento del antigeno forma parte de los logros mds sobresalientes de la respuesta
celular.

Por su parte, el CMH I juega un importante papel en la presentacion antigénica
al ser reconocido por la molécula de CD8, presente en la superficie del linfocito T
citotéxico. Los antigenos presentados en el contexto del CMH I provienen, en su gran
mayorfa, de péptidos degradados en el citoplasma celular. Las infecciones virales estin
profundamente relacionadas con esta clase de presentacion antigénica. La expresion del
genoma viral proporciona una fuente proteica desconocida por el sistema inmune. Estas
moléculas, al ser presentadas en el contexto del CMH I, convierten a la célula infectada en
un blanco potencial de los linfocitos T citotoxicos que poscan receptores especificos para
el antigeno en cuestion. Luego del reconocimiento, el linfocito citotéxico procede a la
ejecucion de la célula infectada, impidiendo de esta manera la propagacion del organismo
agresor.

La cooperaciéon entre la inmunidad natural y la especifica ¢s un evento clave
para el 6ptimo funcionamiento del sistema. Las células del huésped infectadas con
particulas virales, las células que sufren transformaciones neopldsicas (tumorales) y los
microorganismos invasores son blanco de un conjunto numeroso de funciones citotoxicas
celulares pertenecientes tanto a la inmunidad innata como a la especifica. Esta actividad
celular tiene como principal objetivo la destruccion de células blanco mediante lisis o
muerte celular programada (apoptosis). La citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos (CCDA) v la citotoxicidad de los linfocitos T (CLT) son ejecutadas mediante
un reconocimiento especifico del blanco. En el caso de los linfocitos T citotéxicos (LTC),
como vimos anteriormente, la selectividad esta determinada por el reconocimiento
especifico del antigeno, mediante el RCT. La CCDA, en cambio, es llevada a cabo por
distintos tipos celulares como los macréfagos, los polimorfonucleares y los linfocitos
grandes granulares. Esta citotoxicidad, como lo indica su nombre, utiliza a la molécula de
anticuerpo como intermediario especifico en la unién al antigeno. Por otro lado, las
células natural killer (NK) y, en parte, las células killer activadas por linfoquinas (KAL)
son los tipicos exponentes de la respuesta citotoxica natural. Las células KAL,
consideradas de amplio espectro, son activadas por una amplia variedad de citoquinas,

siendo la IL-2 la mds notable en su efecto.

Introduccién 4



Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, UBA

Tesis de Licenciatura

Definidas morfolégicamente como grandes linfocitos granulares, con nicleo
arrifionado y prominentes grdanulos azuréfilos en su citoplasma (Bukowski et al, 1985;
Herberman et al, 1975; Jakébisiak et al, 1986; Trinchieri & Perussia, 1984), las células NK
conforman una poblacién de células con actividad citotoxica no restricta al CMH. A
pesar de no poseer marcadores unicos, la ausencia del receptor T (alpha, beta, gamma,
delta) y la coexpresién en su superficie de moléculas tales como el CD16 (RFc-y), el CD56
(NKH-1, isoforma del N-CAM) y el CDI11a/b (receptor de adhesién leucocitica), hacen
posible su diferenciacién como poblacién independiente (Lanier et al, 1992)(Tabla 1).

Tabla |: Caracteristicas fenotipicas de las células NK

Caracteristicas Generales Histoquimica Antigenos de superficie
tamano I5um | fosfatos acidos CD2 75%
CD3 5%
granulos citoplasmat. + esterasa no especifica + CD4 1%
CD5 5%
- B-glucuronidasa + CcD7 80%
CD8 25%
- peroxidasa - CDII 90%

CDIé6 50-90%
nucleo arrinonado + TdT - CD56é 95%

Dado que la poblacion NK conforma un linaje celular heterogéneo, podemos encontrar
diferencias morfoldgicas entre sus exponentes. A modo de ejemplo, el CD16 se expresa en
las células NK maduras pero no se encuentra en los progenitores. A su vez, un
subconjunto de NK maduras carece de dicho marcador (Lanier et al, 1986; Nagler et al,
1989). Segun Sancho, estas diferencias podrian estar relacionadas con distintos estados de

maduracion (Sancho et al, 1991).

2. La funcién citotéxica en la inmunidad mediada por células

La actividad NK fue descripta a principios de la década del setenta cuando se observo que

los linfocitos aislados de ratones inmunizados eran capaces de lisar células pertenccientes a
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una linea tumoral alogeneica (Lanier et al, 1986; Trinchieri et al, 1986).

Actualmente se sabe que las células NK participan en muiltiples actividades in

vivo, incluyendo la destruccion de células tumorales, la resistencia a infecciones virales y la

regulacion de la hematopoyesis (Baniyash et al, 1988; Liu et al, 1995)(Tabla 2).

Tabla 2: Funcién in vivo de las células NK

I. Control del crecimiento de células tumorales

2. Participacion en el control de infecciones microbianas

3. Propiedades inmunoregulatorias

4. Su rol en la enfermedad

a) infecciones virales
b) parasitos (intracelulares y extracelulares)
<) hongos

d) bacterias

a) produccién de citoquinas
b) control de la hematopoyesis, crecimiento y diferenciacién de células troncales

c) participacion en el rechazo de los injertos alogeneicos

a) participacién en el desarrollo del injerto vs huésped

b) contribucién a algunas formas de anemia o neutropenia aplastica
c) potenciacién de enfermedades autoinmunes y neurolégicas

d) contribucién al desarrollo de algunas formas de diabetes

e) participacién en varias enfermedades gastrointestinales

Origen, diferenciacion y distribucién
Como todas las células hematopoyéticas, el linaje linfoide deriva de las células troncales o
stem cells de la médula 6sea. Estas células no s6lo poseen la capacidad de autoperpetuarse
como células madre sino que ademds son las responsables de dar a luz las distintas
poblaciones sanguineas.

Dentro de las familias celulares pertenecientes al linaje linfoide, las células By T
son sin duda las mds extensamente estudiadas, razén por la cual las células NK quedan

relegadas a un segundo plano.
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Si bien afios atrds existian evidencias de una regulacién independiente entre el
desarrollo linfoide y el mieloeritroide (Georgopoulos et al, 1994), la relacion entre el
desarrollo de las células NK vy el de los linfocitos B y T permanecia en la mds profunda
oscuridad, hecho que ha empezado a revertirse en los dltimos afos.

Inicialmente, la idea de un progenitor comun para las células T y NK (Lanier et
al, 1992) se basaba en caracteristicas fenotipicas y funcionales que no compartian los
linfocitos B. Entre ellas podemos destacar la expresion de CD3y, 8 € y £ en células NK
fetales, sumado a la expresion en cultivos de adultos d¢ ARNm y proteina de CD3e en
presencia de IL-2 (Biassoni et al, 1988; Lanier et al, 1992). Esta proteina, segtin Wang,
podria estar regulando el desarrollo temprano de las células T y NK (Wang et al, 1994).

La presencia de células NK en el timo, ¢6rgano clave en el desarrollo y
diferenciacion de los linfocitos T, fue reportada mediante distintos sistemas experimentales
tanto in vivo como in vitro. El cultivo de timocitos en presencia de IL-2, IL-7 y FCS (factor
de células troncales) produce la expansién de células NK (CD16°/CD56%) con actividad
citotoxica especifica hacia distintas lineas celulares (Michon et al, 1988; Phillips & Lanier,
1987). Dichos progenitores se identificaron como CD34" (Sdnchez et al, 1994). Estas
células bipotenciales pueden desarrollarse s6lo a linfocitos T y NK, acentuando ain mads
Su parentesco.

Si bien presentamos anteriormente el desarrollo NK como inherente al timo,
podemos decir que dicho proceso tiene lugar principalmente en la médula ¢sea. No
obstante, no se descarta que tejidos como el bazo, el higado y la sangre periférica puedan
albergar precursores de células NK.

Como discutiremos mds adelante, las moléculas del CMH 1 juegan un papel
fundamental en el reconocimiento de “lo propio” por parte de las células NK (Colonna,
1996). Distintas experiencias en ratones han demostrado que la presencia de dichas
moléculas en la superficie de las células efectoras no condiciona el nimero de células NK
que posee el individuo (Hoglund et al, 1991; Lao et al, 1991; Ljungren et al, 1994). Sin
embargo, existen evidencias de que el CMH I, o mds precisamente las moléculas de B:-
microglobulinas, se encuentran relacionada con el estado de maduracién celular.

Una vez diferenciadas, las células NK alcanzan un prolongado estado de reposo
no proliferativo, constituyendo mds del 15% de los linfocitos totales de sangre periférica y

una menor proporcién en otros tejidos corporales del individuo (Trinchieri, 1989).
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Desarrollo ontogénico de la actividad citotéxica natural killer

Es sabido que las infecciones virales causan diversos cuadros clinicos a distintos niveles de
la ontogenia (Pabst & Kreth, 1980). No obstante, se conoce muy poco acerca del perfil de
desarrollo de la citotoxicidad NK durante la nifiez (De Martino et al, 1991; Vigané et al,
1995). La exposicién de neonatos a un agente viral puede resultar en una infeccion severa,
la cual puede explicarse por una actividad disminuida de las células NK (Leibson et al,
1986; Wilson, 1986).

Al estudiar el desarrollo ontogénicos de la actividad NK surgen resultados
contradictorios. Utilizando sangre de cordén como fuente de células mononucleares,
varios autores sostienen que los niveles pedidtricos de la actividad NK se encuentran
disminuidos respecto de los adultos, mientras que otros los consideran similares (Bailey &
Schacter, 1985; Leibson et al, 1986; Timonen & Saksela, 1977; Sancho et al, 1986). Sin
embargo, Sancho y colaboradores, consideran que la actividad citotéxica de los recién
nacidos puede ser dividida en dos grupos o subpoblaciones: los que poseen baja actividad
NK (un 63% de los nifios) y los que poseen actividad NK similar a los adultos. Este mismo
grupo sugiere que ambos estados de maduracion celular estdn relacionados directamente

con la expresién de ciertos marcadores como el CD56.

Bases bioquimicas de la activacién
El proceso por el cual las células NK se activan para lisar a sus blancos estd compuesto por
una sucesion de eventos. En una primera instancia, las células NK reconocen a sus
blancos por medio de moléculas receptoras ubicadas en su superficie. Acto seguido, se
transmiten una o varias sefiales a través de la membrana plasmdtica con el fin de activar,
mediante una cascada, la maquinaria citolitica y secretoria. Por ultimo, se modifica la
expresion génica para dar origen a citoquinas mediante la sintesis de novo. Estas moléculas,
a su vez, podrdn interactuar con receptores especificos modulando autécrina y
pardcrinamente la funcion de las distintas poblaciones involucradas en la respuesta. La
activacion de las células NK se compone, por lo tanto, de multiples pasos bioquimicos, e
involucra una importante coleccién de receptores que en su mayorfa no han sido
caracterizados.

Como vimos anteriormente, las células citotoxicas NK y T se encuentran
emparentadas en gran medida ya que poseen un progenitor comun, hecho que explica la
expresion compartida de ciertas moléculas de membrana (Sdnchez et al, 1994; Spits et al,

1995). No obstante, la relacion entre dichos linajes no abarca tinicamente el aspecto
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morfolégico. Ambos tipos celulares participan activamente en la destruccion de células
extranas o infectadas con pardsitos intracelulares (Biron et al, 1989; Trinchieri, 1989). Es
aqui donde entra en escena la molécula del CMH como determinante crucial de las
funciones efectoras.

Millones de anos de evolucién han logrado que los sistemas T y NK funcionen
como verdaderas armas complementarias de la respuesta inmune celular (Figura 1). Los
linfocitos T reconocen el antigeno presentado en el contexto de la molécula del CMH,
mientras que las células NK, en cambio, pueden actuar en ausencia de dicho complejo
(Colonna, 1996). Esto permite destruir aquellas células que se encuentren infectadas con
virus que alteren la expresion del CMH.

La funcién citotéxica NK estd regulada por dos clases de receptores de superficie,
que tienen la habilidad de transducir senales tanto de activacién como de inhibicién
(Figura 2). Dichos receptores se expresan como dimeros integrales de membrana y sus
dominios extracelulares poseen caracteristicas estructurales de la familia de las lectinas
dependientes de calcio.

Los receptores activadores gatillan un conjunto de eventos bioquimicos que
culminan en la exocitosis de granulos y/o activacion de la via del Fas y ligando de Fas,
que desencadena la apoptosis de la célula blanco. La identidad de estos receptores y sus
ligandos no ha sido aun esclarecida. Por otro lado, los receptores inhibitorios que
interactian con la molécula de CMH I de la célula blanco poseen la capacidad de abortar
el proceso litico. En conclusién, el balance entre estos dos tipos de senales determina el
comportamiento del clon NK.

La produccién de citoquinas es otra de las actividades relevantes que posee la
poblacion NK. Luego de haber sido activada, la maquinaria de sintesis se modifica con el
objeto de dar via libre a la expresién de importantes mediadores solubles. Dentro de la
gran variedad de citoquinas que dichas células secretan podemos encontrar a la IL-1, IL-
2, IL-4, interferones (IFNs), factor de necrosis tumoral a y B (TNF a-B), factor
estimulador de colonias (CSF) y diversos factores quimiotdcticos. Estas citoquinas,
derivadas de las células NK, realizan acciones muy variadas, incluyendo -entre otras- un
efecto antitumoral directo, la regulacién de su propia actividad y la activacion de la

proliferacién de células hematopoyéticas y demds poblaciones circulantes.
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Linfocito T Célula blanco Célula NK |

Activacién de la citdlisis por
medio del reconocimiento
del complejo CMH-péptido

Activacioén de la citdlisis por el recono-
cimiento de una modificacién o ausencia
del CMH-1| en la célula blanco

Figura |

Armas complementarias en la respuesta
inmune celular.

Las células NK efectuan dos tipos de citotoxicidad:
la CCDA y la CNK. Estas actividades complementan
la respuesta inmune especifica que cumplen los
linfocitos T. El receptor de las NK inhibe la citdlisis
al interactuar con una molécula del CMH-I. No
obstante, si dicho complejo no se expresara o
estuviese modificado estructuralmente se activarian
los mecanismos citotdxicos complementando la
respuesta T (TCD8), incapaz de actuar sin la
correspondiente presentacion antigénica.

La CCDA se lleva a cabo cuando la célula blanco
expresa en su membrana alguna molécula
desconocida por el sistema inmunoldgico, producto
de la infeccién viral o tranformacién neoplasica.

CMH-|: complejo mayor de histocompatibilidad clasel; RCT:

receptor de la célula T; CCDA: citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos; f2m: B2microglobulina.
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Célula NK Célula blanco
Receptor NK

Citdlisis

Figura 2

Senales que comandan la actividad citotéxica
natural killer.

Los receptores NK para las moléculas del CMH-|
inhiben la citotoxicidad natural. El contacto de dicho
receptor con la molécula del CMH-| induce una
senal que desactiva el programa de citdlisis (senal
OFF). Ciertas molécula de la familia de las lectinas
reconoce una clase especifica de hidratos de
carbono que, al interaccionar con ella, gatilla la
citdlisis del blanco (senal ON). El balance de estas
senales determina el accionar de la célula efectora.

CMH-I: complejo mayor de histocompatibilidad clase I; f2m:
B2microglobulina.
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ElroldelalL-12

A pesar de haber sido identificada originalmente como un producto de lineas celulares B
transformadas por EBV, hoy en dia el sistema monocito-macréfago es considerado el
productor fisiolégico mds importante de IL-12, el cual la sintetiza y secreta en respuesta a
un evento infeccioso.

Si bien la IL-12 tiene un efecto potenciador sobre la supervivencia y el
crecimiento de las células progenitoras hematopoyéticas, la actividad bioldgica mds
importante de esta moléculas fue descripta en las células T y NK (Figura 3). En dichas
células, la IL-12 estimula la actividad citotéxica y a la vez actia como una verdadera
citoquina proinflamatoria induciendo una importante produccion de interferén y (IFN ¥),
el cual aumenta atin mds dicha actividad e incrementa la proliferacién en cooperacion con
otros estimulos. Paralelamente, la IL-12 prepara el escenario para la consecuente respuesta
inmune adaptativa al estimular la generacién de células T helper tipo | (Thl) a partir de
la poblacién en reposo, activando al mismo tiempo mecanismos de resistencia celular
contra diversos patégenos.

En resumen, la IL-12, constituye un posible eslab6n regulatorio entre la

resistencia innata y el desarrollo de una respuesta inmune adaptativa antigeno especifica.

Mecanismos citotéxicos

Habiendo analizado el parentesco existente entre las poblaciones citotéxicas de linfocitos
T y NK, no es sorprendente que se encuentren similitudes en los mecanismos que utilizan
ambos tipos celulares para ejecutar a su blanco (Krahenbuhl & Tschopp, 1990; Ojcius &
Young, 1990; Tschopp & Nabholz, 1991). La expresioén de perforinas (también conocidas
como citolisinas o proteinas formadoras de poros) y granzimas (serina esterasa),
encontradas predominantemente dentro de los granulos citoplasmaticos, asi lo demuestra.
Aunque dichas moléculas no representan el unico mecanismo mediante el cual actian las
células citotoxicas (Berke et al, 1993; Ostergaard & Clark, 1989), el rol de la perforina en
la lisis celul?r y la induccién de apoptosis mediante la granzima parecen tener un papel
fundamental en la ejecucion del blanco por parte de las células citoliticas (Zychlinsky et al,
1991).

Evolutivamente, la inmunidad natural es millones de afos mds antigua que la
especifica o adquirida. Dentro de los vertebrados, el sistema inmune se puede considerar
“completo”, salvando ciertas excepciones. No obstante, retrocediendo en la escala

filogenética, s6lo aparecen escasos componentes semejantes a los conocidos hoy en dia.
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Figura 3

Funcién biolégica y produccion de IL-12.

El aumento de la citotoxicidad NK y la proliferacién
y diferenciacién de los linfocitos T son las principales
funciones de la IL-12. Esta citoquina, sintetizada por
las células presentadoras de antigenos y los
neutréfilos, cumple un rol central en la activacién de
la poblacién Thla partir de los linfocitos en reposo.
Este cambio (switch) produce un importante
aumento en los niveles de IFN-y,tanto in vivo como
in vitro, estimulando la produccién de nuevas
moléculas de IL-12.

FSNK: factor estimulador NK; TGF: factor de crecimiento
transformante; CSFGM: factor estimulador de colonias
granulocito-monocito; LPS: lipopolisacaridos; TNF: factor de
necrosis tumoral.
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Uno de ellos, considerado actualmente la funcién inmunoldgica mds antigua, es el caso de
las células fagociticas presentes en los invertebrados, desde las esponjas (espongiarios)
hasta las estrellas de mar (equinodermos). La otra excepcién la constituyen las células
natural killer, halladas en un grupo de anélidos (invertebrados inferiores) (Decker et al,
1981; Savary & Lotzova, 1986). Sin embargo, este orden no posee células andlogas a los
linfocitos T y B, lo que sugiere que dicha actividad NK-like pudo haber precedido en la
escala evolutiva al sistema inmune adaptativo. Curiosamente, las células NK conforman
uno de los baches mds pronunciados en el conocimiento de la inmunologia humana y
animal. Actualmente, este hecho se estd revirtiendo debido al espontdneo interés de
multiples grupos de investigacion. Es de alguna manera objetivo de esta tesis, aportar una
alicuota de conocimiento a este apasionante capitulo inmunoldgico, cuyos personajes
principales recorren las pdginas de una enciclopedia que ain no ha sido traducida al

lenguaje de lo conocido.

3. La citotoxicidad natural killer en la infeccién por HIV

En 1981, la comunidad cientifica fue testigo de la apariciéon de un nueva entidad bioldgica
que se convertirfa, afos mds tarde, en uno de los problemas de salud mds serios y
acuciantes de la poblacién humana. Este poco grato personaje, que no tard6 en hacerse
famoso en el mundo entero, hizo su presentacién en la ciudad de San Francisco, USA. En
dicha ciudad se registraron los primeros casos del sindrome de inmunodeficiencia
adquirida (SIDA), caracterizados por presentar infecciones oportunistas, principalmente
neumonia por pneumocystis carinii, o tumores sélidos como el sarcoma de Kaposi. Los
varones homosexuales y los individuos adictos a drogas por via endovenosa conformaban
bdsicamente los primeros grupos afectados en la poblacion.

En 1983, se clasificé al agente etioldgico responsable del SIDA. Este retrovirus
del subgrupo de los lentivirus se denominé virus de la inmunodeficiencia humana, HIV-1
(Barré-Sinoussi et al, 1983; Gallo et al, 1984). Afnos mds tarde se identific6 un segundo
tipo de HIV denominado HIV-2 (Clavel et al, 1986).

La presencia del HIV en el organismo se encuentra asociada a una profunda
deficiencia inmunitaria del huésped (Fauci et al, 1984; Ruibal et al, 1987). Durante los
estadios tempranos de la infeccién, existe una acentuada replicacion viral con una

activacion del sistema inmunolégico. Esta hiperactivacion y regeneraciéon de linfocitos, a
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la larga conduce a un agotamiento del sistema, provocando el estado de inmunosupresion
caracteristico de las etapas tardfas. En ese momento, la susceptibilidad a las infecciones
por agentes oportunistas encamina al paciente hacia un estado clinico de deterioro
irreversible (Pantaleo & Fauci, 1994).

Existen numerosos trabajos que revelan la presencia de anormalidades
funcionales en las células inmunocompetentes de individuos infectados con el HIV (Giorgi
et al, 1987; Lane et al, 1985; Shearer et al, 1986). Dentro de los trabajos realizados por
nuestro laboratorio en dicha patologia, el sistema monocito-macréfago ocupa un
importante lugar entre los logros alcanzados por nuestro equipo de investigacion. Estas
células presentan numerosas alteraciones, dentro de las que podemos encontrar una
disfuncién en la maquinaria litica oxigeno-dependiente (Estevez et al, 1986) y un defecto
progresivo en la fusion fagolisosomal (mecanismos involucrados en el sistema litico
oxigeno-independiente)(Pittis et al, 1993). También se encontré un defecto a nivel de la
quimiotaxis (Smith et al, 1984) y una importante disminucién en el estallido respiratorio
(Muller et al, 1990). Por otra parte, la produccion de citoquinas y moduladores de la
respuesta inmune por parte de los macréfagos también se encuentra alterada. En los
pacientes con SIDA, la produccién de IL-1 estd aumentada, mientras que la secrecion
inducida de este factor es deficiente. Asimismo, se ha detectado una mayor sintesis de IL-

6, TNFa y PGE: (Estevez & Sen, 1989).

Actividad citotoxica NK en pacientes adultos infectados con el HIV-|

Otras de las lineas de investigacion llevadas adelante por nuestro equipo de trabajo fue el
estudio de la actividad citotoxica natural killer en los pacientes infectados con HIV-1. La
citotoxicidad natural killer es considerada una de las principales estrategias que utiliza el
sistema inmune para afrontar las infecciones, principalmente de origen viral. Existen
evidencias de que las células NK juegan un papel muy importante en la proteccion
temprana contra infecciones primarias (Kohl et al, 1988; Wilson, 1986).

Los pacientes con SIDA poseen la citotoxicidad NK disminuida (Goicoa et al,
1992). No obstante, durante los estadios iniciales de la infeccion con el HIV, los
individuos asintomdticos no s6lo expresan una actividad NK normal, sino que ademads
poseen un numero de células efectoras que coincide con el de sus respectivos controles
normales (Goicoa et al, 1995). Con el progreso de los sintomas clinicos, dicha actividad va
deteriordndose gradualmente hasta llegar a una situacion irreversible en el tltimo estadio
de la enfermedad (Poli et al, 1985; Sirianni et al, 1990).
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A pesar de no haber encontrado diferencias en la citotoxicidad de los pacientes
asintomdticos, nuestro grupo de investigacion demostré la existencia de un profundo
defecto en la regulacién de dicha actividad NK (Goicoa et al, 1992). Al estimular el
sistema in wvitro mediante concanavalina A (ConA) los pacientes asintomaticos
aumentaban su actividad citot6xica en menor proporcion que los controles.

Goicoa y colaboradores analizaron a su vez el efecto de sobrenadantes de
cultivos de células mononucleares pertenecientes a individuos asintomdticos HIV
positivos, sobre la actividad citotoxica NK de células normales. El resultado mostré no
s6lo una incapacidad -por parte del sobrenadante- de estimular la actividad litica, sino
que ademds en varios de los ensayos fue evidente la presencia de un efecto inhibitorio.
Estos resultados sugerian, en su conjunto, que la deficiencia regulatoria estaria relacionada
con una disminucién en la produccién de alguna citoquina estimulatoria, o bien con el
aumento en la sintesis de algun factor supresor. Al afo siguiente se identificé un factor
soluble en sueros de pacientes con SIDA, el cual compartia epitopes con la gp41 del HIV-
| y producia una marcada inhibicién de las funciones normales de los linfocitos T y las
células NK (Oh et al, 1993).

Estas hipotesis que involucraban al factor supresor fueron analizadas en nuestro
laboratorio con el objeto de continuar con la linea de investigacion iniciada
anteriormente. Encontramos que los sueros de pacientes infectados con el HIV tenfan un
efecto inhibitorio -dosis dependiente- sobre la citotoxicidad NK normal (Goicoa et al,
1995). Ademds, observamos que dicho efecto disminuia parcialmente con la adsorcién de
IgG. Estos resultados se correlacionaban con el hallazgo, por parte de otros autores, de un
incremento en los niveles de inmunocomplejos en los pacientes con SIDA (Tausk et al,
1986).

Otros trabajos contempordneos habian demostrado que ciertos productos del
HIV-1, tales como la gpl20 y el tat posefan importantes propiedades inmunosupresivas
(Pittis et al, 1996; Shalaby et al, 1987). Es decir que, probablemente, la inhibicion causada
por los sueros de pacientes HIV positivos sobre la citotoxicidad NK normal podria
deberse a la accién de inmunocomplejos que involucran a la IgG, a ciertas glicoproteinas

virales como la gp120, o bien a una combinacién de ambas.

Actividad citotoxica en pacientes pediatricos

El primer caso de SIDA pedidtrico fue reportado en noviembre de 1982, 18 meses después
de su reconocimiento en adultos. En los afios siguientes los investigadores empezaron a

develar ciertas incégnitas de la transmision perinatal, y se reconocié que tanto la
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transmision intrauterina, como la intraparto y la postparto, a través de la leche materna,
contribuyen a la transmision del HIV de madre a hijo (transmisiéon vertical), aunque se
desconocia la proporcién de ocurrencia relativa en cada caso.

En el mundo, aproximadamente el 80% de los nifios infectados con el HIV
adquieren el virus mediante transmision materno-infantil (Rogers et al, 1991), Sin
embargo, solo entre el 14 a 30% de los nifios nacidos de madres infectadas y sin
tratamiento (AZT, DDI o terapia combinada) se contagia o infecta (Blanche et al, 1989;
European Collaborative Study, 1991). La no infeccién en una proporcién importante de
ninos expuestos perinatalmente sugiere una posible resistencia natural a la transmision
vertical, la que podria deberse a factores maternos (nimero de células T CD4, niveles de
vitamina A, carga viral, etc.), factores placentarios o simplemente a las defensas
inmunitarias naturales del feto o del recién nacido (European Collaborative Study, 1991;
Just et al, 1995; Mofenson, 1994; Semba, 1994). Estudios recientes revelan una mayor o
menor susceptibilidad de infeccion de las células blanco, de acuerdo con el fenotipo que
presenten respecto de ciertos coreceptores virales (Oravecz et al, 1996; D’Souza & Harden,
1996).

Un importante factor a considerar es el momento de la transmision o “timing”, el
cual posee un impacto directo sobre el disefio de intervenciones preventivas. Si la
transmision viral se produce en una etapa temprana de la gestacion, su interrupcion
podria resultar dificil. El momento de la incorporacién del virus al organismo tendria
también un importante impacto sobre la progresion de la enfermedad en los nifios
infectados (Mofenson, 1997). Se ha postulado que la infeccion in utero llevaria a una
rdpida progresion, mientras que los nifos infectados durante el parto o en momentos
cercano al mismo, progresarian mds lentamente.

Los progresores rdpidos se caracterizan por desarrollar SIDA antes de los 12
meses de vida. Este grupo de nifos infectados, aproximadamente el 20% del total, no
logran superar en promedio los 4 afios de vida. Por otro lado, los progresores lentos
alcanzan el SIDA tardiamente, de manera similar a lo que sucede en la mayoria de los
adultos. No obstante, cabe destacar que la progresion de la enfermedad en los nifios es
siempre mds rdpida que la observada en la poblacién de adultos.

Al momento del nacimiento el sistema inmune no estd completamente maduro
(Andersson et al, 1981; Wilson, 1985), por lo que podria considerarse que el recién nacido
presenta una inmunodeficiencia temporaria (Remington & Klein, 1983). La incapacidad

del recién nacido para defenderse de una infeccion se puede explicar por una falta de
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“experiencia antigénica” sumada a la inmadurez funcional intrinseca de las distintas
poblaciones celulares que intervienen en la respuesta inmunolégica.

En la progresién rdpida, la infeccion viral podria suceder mds tempranamente
cuando el sistema inmune fetal se encuentra iniciando su desarrollo. Se ha demostrado
que las células fetales indiferenciadas son un blanco mucho mds susceptible para la

infeccion por HIV que las células diferenciadas (Ho et al, 1992; Sperduto et al, 1993).

4. La citotoxicidad natural killer en la talasemia mayor

La talasemia mayor (TM) es una enfermedad genética caracterizada por la alteracién en la
sintesis de la cadena beta de la hemoglobina humana del adulto (Stamatoyannopoulos,
1991). Los pacientes padecen de una anemia crénica y requieren como tratamiento
paliativo, transfusiones sanguineas en forma regular durante toda su vida. Como
consecuencia de las multiples transfusiones, los pacientes presentan una sobrecarga de
hierro que determina su acumulacién en diversos tejidos. El acimulo de hierro en el bazo
provoca con el tiempo un hiperesplenismo que frecuentemente requiere la extirpaciéon de
dicho 6rgano (esplenectomia). La hemocromatosis irreversible en higado y corazén es
finalmente la causa de muerte, generalmente en edades tempranas.

Una de las complicaciones mds frecuentes de esta enfermedad es el aumento de la
susceptibilidad a las infecciones, particularmente en pacientes esplenectomizados. Dado
que el bazo es el principal productor de IgM, en estos pacientes existe una incidencia
significativa de infecciones oportunistas.

Los pacientes con TM presentan defectos inmunes secundarios generalmente
atribuidos a la estimulacién antigénica, especialmente alogeneica, y a la sobrecarga de
hierro, producto de las transfusiones sanguineas. Dicho deterioro inmunolégico resulta
progresivo con la evolucién de la enfermedad (Ballart et al, 1988; De Sousa, 1989; Gascon
et al, 1984).

Al evaluar el estado inmunolégico de pacientes con TM hemos encontrado
tanto alteraciones cuantitativas en las subpoblaciones linfocitarias como defectos
funcionales en la citotoxicidad natural, en la diferenciacién B, en la inmunoregulacion
por células T y en la actividad efectora de los fagocitos (Ballart et al, 1985; Goicoa et al,
1986; Nualart et al, 1987).
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Diferentes autores, coincidentemente con nuestros hallazgos, han encontrado
alteraciones tanto en la inmunidad celular como en la humoral. Estos estudios incluyen la
actividad fagocitica y litica frente a distintos agentes agresores (Cantinieaux et al, 1987; El
Falaky & Shoukry, 1977), la produccién de metabolitos téxicos del oxigeno (De Martino
et al, 1984) y la quimiotaxis de polimorfonucleares (Khan et al, 1977), la distribucién de
las subpoblaciones linfocitarias (Grady et al, 1985) y la citotoxicidad natural killer (Neri et
al, 1984).

En los paises desarrollados es cada vez mds frecuente la realizacion de
transplantes de médula 6sea a los individuos con TM vy, afortunadamente, los resultados
son sumamente alentadores. En nuestro pafs se trata a la mayoria de los pacientes con un
potente agente quelante del hierro: la deferoxamina (DFX).

El efecto de la DFX sobre el sistema inmune es controvertido. Speer analizé
distintos aspectos de la respuesta inmune en un grupo de nifios con TM que recibian
deferoxamina en forma continua y observé que ni la capacidad fagocitica de los
neutrofilos ni la proliferacion linfocitica en respuesta a distintos mitogenos estaban
alteradas respecto de los controles sanos (Speer et al, 1990). Por el contrario, otros autores
sugieren que la DFX interfiere con la activacion de los linfocitos T (Carotenuto et al,
1986; Polson et al, 1990), inhibiendo la expresién del receptor de IL-2 en la superficie
celular. También existen evidencias de que esta droga impide el pasaje a la fase S del ciclo
celular (Lederman et al, 1984) e inhibe la sintesis de ADN en las células mononucleares.
Es probable que las diferencias en los resultados se deban fundamentalmente al empleo de
distintas concentraciones de deferoxamina, que resultan en grados diferentes de
disponibilidad de hierro para el metabolismo celular.

Nuestro grupo de investigacion reporté anteriormente la existencia de una
disminucién en la citotoxicidad NK en los pacientes con TM, observacion que fue
confirmada por otros autores (Akbar et al, 1986). En contraposicién, los portadores
asintomdticos del defecto génico no mostraron dicha alteraciéon (Goicoa et al, 1986). Sin
embargo, estos pacientes poseen una falla en la respuesta al estimulo producido con
concanavalina A (ConA), un inductor del IFN y de la IL-2. En este mismo trabajo
Goicoa encontré que el defecto registrado en la actividad citotoxica podia ser corregido
con el agregado in vitro de IFNa.

Durante el estudio de la actividad citotéxica NK en pacientes talasémicos, no se
hallaron relaciones entre dicha alteracion y las siguientes variables: edad de los pacientes,
terapia quelante, ferritina sérica y esplenectomia. No obstante, el nimero de transfusiones

recibidas se correlacion6é positivamente con la alteracién encontrada. Esta observacion,
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sumada al hallazgo de una disminucién en la citotoxicidad NK de pacientes
politransfundidos no talasémicos, sugirié que las transfusiones estaban involucradas en la
alteracion inmune. Esta hipétesis concordaba con las postuladas por otros grupos de

investigacion (Akbar et al, 1987; Gascon et al, 1984).

En base a estos antecedentes y teniendo en cuenta nuestros anteriores resultados
obtenidos a partir de las lineas de investigacion abordadas, nos propusimos evaluar la
citotoxicidad natural killer sobre una poblacién pedidtrica en los dos modelos de

inmunodeficiencias descriptos anteriormente.



Objetivos

El principal objetivo de esta tesis consistié en investigar la actividad citotéxica natural
killer en pacientes pedidtricos, con enfermedades asociadas a inmunodeficiencias
secundarias.

Las patologias seleccionadas para el estudio fueron la infeccién por el HIV y la
talasemia mayor, cuyos agentes etiol6gicos son de distinta naturaleza.

La posibilidad de encontrar una terapia acorde y eficiente para ambas patologfas
es el objetivo tdcito de nuestro trabajo de investigacion. En el caso particular de la
infeccion por HIV, quisimos ahondar en el estudio funcional de las células NK, con el fin
de aportar conocimientos que puedan utilizarse en la elaboraciéon de una inmunoterapia
que complemente el tratamiento especifico antiretroviral en los nifios infectados con el
HIV vy en las mujeres embarazadas portadoras del virus.

Para ello, diagramamos el trabajo en las siguientes etapas:

1) Puesta a punto de la microtécnica para el estudio de la citotoxicidad natural

killer.

2) Evaluacion de la citotoxicidad natural killer en células mononucleares totales
de pacientes pedidtricos nacidos de madres infectadas con el HIV, analizando su

posible relacion con la edad y el estadio clinico de los mismos.

3) Evaluacién de la citotoxicidad natural killer en células mononucleares totales

de pacientes pedidtricos con talasemia mayor.
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Materiales y métodos

Individuos estudiados

Se estudiaron 40 dadores sanos (3 mujeres y 37 varones) obtenidos del banco de sangre
del Hospital Nacional de Pediatria “Juan P. Garrahan”, con edades comprendidas entre
los 19 y 51 anos y una mediana de 32 afnos. Al momento de la donacién, se realizaron los
exdmenes serolégicos de rutina con el objeto de descartar infecciones transmisibles
preexistentes.

Se estudiaron también 69 pacientes pedidtricos (25 mujeres y 44 varones) nacidos
de madres infectadas con el HIV-1, edades comprendidas entre los 15 dias y los 8 afios y
una mediana de 8 meses.

El diagnéstico de infeccion para el HIV se realizé de acuerdo con los criterios del
Centre for Disease Control (CDC) (Centre for Disease Control, 1994). Los nifios menores
de 18 meses se consideraron infectados si poseian dos determinaciones con resultado
positivo de PCR (reaccién en cadena de la polimerasa), cocultivo viral y/o antigenemia
para el HIV. Los pacientes mayores de 18 meses de edad se consideraron infectados si
poseian dos determinaciones de PCR positivas y/o persistencia de anticuerpos contra el
HIV. Siguiendo dicho criterio, el grupo fue dividido en nifos infectados (n=24) y nifios
no infectados (n=45), todos ellos nacidos de madres seropositivas.

Con el objeto de analizar la citotoxicidad NK en relacién a la edad de los nifios
nacidos de madres infectadas, fue necesario dividirlos en intervalos de edades como se

muestra en la tabla 3.

Tabla 3: Intervalos de edades para los pacientes verticalmente infectados

Intervalos de Shirans 26y<12 212y<30 530 meses
edades meses meses
Pacientes HIV + 5 I 4 4
Pacientes HIV - 17 14 10 4
Total (n) 22 25 14 8

Esta division permiti6 evaluar el factor edad como variable discreta. El criterio utilizado se

basa en el conocido perfil de desarrollo que presenta el sistema inmunolégico en su
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conjunto. Dado que dicho sistema experimenta un importante desarrollo en el primer afio
de vida, y teniendo en cuenta que durante los primeros seis meses ocurren cambios
cruciales, los pacientes se agruparon en cuatro rangos de edades: de 0 a 6 meses (edad 1);
de 6 a 12 meses (edad 2); de 12 a 30 meses (edad 3) y mayores de 30 meses (edad 4).

Por tltimo, se estudiaron 9 pacientes con talasemia mayor (4 mujeres y 5
varones), atendidos en el Hospital de Ninos “Ricardo Gutiérrez”. El rango de edades
estaba comprendido entre los 19 meses y los 27 afos con una mediana de 10 afos.
Paralelamente, se analizaron 6 portadores adultos de dicha patologia (heterocigotas para la
mutacién), en su mayoria padres de los enfermos. Todos los individuos se diagnosticaron

utilizando técnicas hematolégicas de rutina, andlisis de hemoglobina y estudios familiares.

Células efectoras

Las células mononucleares totales (CMT) se aislaron a partir de sangre periférica tratada
con EDTA mediante la centrifugacion de un gradiente de Ficoll-Hypaque (d=1,077)
(Boyum et al, 1968). Las células de la interfase se colectaron y lavaron dos veces con
solucién salina balanceada de Hanks. Por ultimo, se resuspendieron en RPMI 1640
(Gibco, NY, USA) suplementado con 10% de suero bovino fetal (Bionos, Argentina) y
1% de antibi6tico-antimicético (10.000U/ml de penicilina G sédica, 10.000pug/ml de
estreptomicina sulfato y 25ug/ml de anfotericina B, Gibco.NY, USA).

Células blanco

Se utiliz6 la linea celular eritroleucémica K562 como blanco para el ensayo de
citotoxicidad (Loio, 1973). El mantenimiento in vitro de dichas células se realiz6 con RPMI
1640 suplementado con 10% de suero bovino fetal y 1% de antibiético-antimicético

(medio completo), a 37°C y en atmdsfera enriquecida con 5% de COs.

Ensayo de citotoxicidad
El indice de citotoxicidad (IC) se determiné mediante el ensayo de liberacion de *'Cr,
utilizando la linea celular K562 como blanco y las células mononucleares totales de los
pacientes como células efectoras (Figura 4).

La marcacién isotopica de las células blanco se realizé mediante la incubacion de
5x10° células durante 30 minutos a 37°C con 100-200uCi de ['Cr]-Cr:0sNa: (New
England Nuclear, USA). El pellet celular se lavé tres veces con RPMI 1640 suplementado

con 5% de suero bovino fetal y posteriormente se resuspendio en medio completo.
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Figura 4

Ensayo de citotoxicidad natural killer.

El indice de citotoxicidad natural se cuantifica
mediante el ensayo de liberacién de *'Cr. La linea
celular K562 es utilizada como blanco y las células
mononucleares totales (CMT) del paciente o
control como poblacién efectora.

La liberacién de cromo radioactivo al medio es el
parametro utilizado para lograr la cuantificacién de
la actividad NK.

CNK: citotoxicidad natural killer; CMT: células mononucleares
totales; PMN: polimorfonucleares; *'Cr: radioisétopo del
cromo.
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El ensayo de citotoxicidad se realiz6 en microplacas de 96 pocillos dentro de los
cuales se mezclaron 1x10* células K562 con 4x10%, 2,5x10° y 12,5x10* células efectoras para
las relaciones efector:blanco (E:B) de 40:1, 25:1 y 12,5:1 respectivamente, llevando a un
volumen final de 200ul/pocillo. Paralelamente, se colocaron pocillos sin células efectoras
para poder cuantificar la liberacién espontinea de *'Cr. Cada ensayo se realizé por
triplicado o cuadruplicado para cada relacién E:B.

Se centrifugé la placa a 1500 RPM durante 5 minutos y se procedié a la
incubacién durante 4hs a 37°C en estufa enriquecida con CO:z. Acto seguido, se retiraron
100ul de cada pocillo y se midieron las actividades isot6picas en un contador de radiacién
gama.

El indice de citotoxicidad (IC) se calculé mediante la siguiente férmula:

L exp: liberacién rimental de >'Cr
IC (%) = (Lexp-LE) x 100 i '

(Tot - LE)

LE: liberacién espontanea de S'er
Tot:  totalde*'Cr incorporado

Tratamiento in vitro con deferoxamina
El tratamiento in vitro con deferoxamina (DFX) se llevé a cabo en 9 pacientes talasémicos,
6 portadores y 5 individuos normales.

La DFX se reconstituy6 utilizando RPMI 1640, hasta una concentracién madre
de 100uM. Dicha solucién se alicuoté y almacend a -20°C hasta el momento de su
utilizacion.

Siguiendo las indicaciones para el ensayo de citotoxicidad estdndar, la DFX se
agreg6 respetando el volumen final de 200ul, por pocillo de reaccion, para llegar a las
concentraciones de 10, 1, 0.1 y 0.01uM. Luego de incubar durante 4hs con sus controles

respectivos, se prosiguié normalmente con el protocolo para determinar el IC.

Deteccién de antigenos mediante citometria de flujo
Se agregaron cantidades saturantes de los anticuerpos monoclonales CD16-56 FITC de
Becton-Dickinson Corp. (CA, USA) a 100ul de sangre entera anticoagulada con heparina.

Luego de incubar 15 minutos a temperatura ambiente, se lisaron los glébulos rojos con 2ml del
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reactivo de lisis para FACS (Becton Dickinson), se lavaron y se analizaron sin fijacién
posterior. Cada muestra fue acompanida de sus correspondientes controles isotipicos.

La citometrfa de flujo se realiz6 usando un citémetro de flujo FACSort (Becton
Dickinson) equipado con un ldser Argon 15 mW que emite a 488nm. Los datos se obtuvieron
utilizando el SimulSET software, el cual recopila un ntimero suficiente de eventos para obtener

un minimo de 2000 células dentro del gate linfocitario.

Andlisis estadistico

Para el andlisis estadistico se utilizaron distintos métodos, como el andlisis de la varianza
(ANOVA) y la comparacion de muestras pareadas mediante la prueba de Wilcoxon o la
prueba t de Student. La normalidad se prob6 con la prueba de Lilliefors y se analiz6 la
homocedacia mediante la prueba de Levene y/o Bartlett.

Para todos los casos se establecié un valor de P menor que 0,05 (error del tipo 1
del 5%) para indicar una diferencia significativa entre grupos. Las medias con sus
respectivos desvios estdndar se expresaron segin Sokal (Sokal & Rohlf, 1995).

Las distintas pruebas estadisticas se realizaron mediante el Stat Primer 3.0 (Glantz
SA. Primer of Biostatistics. New YorK. Mc Graw Hill Books Co. 1987; 1-352) y el
Statistica for Windows 4.3 B (1993).
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Resultados

|. Puesta a punto de la técnica

Durante los primeros meses de trabajo en el laboratorio, los objetivos estaban claramente
dirigidos hacia la puesta a punto del ensayo de citotoxicidad natural. Esta herramienta
serfa utilizada mds tarde para el anilisis de las patologias seleccionadas (infeccién por HIV
y talasemia mayor).

Los pacientes que recibimos en nuestro laboratorio, en su gran mayoria, son
nifios que no superan el afo de vida; razén por la cual todas las técnicas que aqui se
realicen deben adecuarse a la limitaciéon que ocasiona el pequefo nimero de células
disponible. Las muestras de sangre periférica poseen un volumen aproximado de 1 a 5ml,
dependiendo no s6lo de la edad y condiciones del paciente sino también de la habilidad
del extraccionista. Si bien la formula leucocitaria se encuentra invertida en este estadio del
desarrollo, las células obtenidas a partir de dicho volumen son generalmente escasas para
la realizacion de los ensayos de rutina. Es por este motivo que fue necesaria la utilizacion
de un microensayo para evaluar la citotoxicidad de nuestros pacientes.

La cuantificacion de dicha actividad celular requiere de un minucioso control de
las condiciones iniciales, dentro de las cuales el nimero de células a utilizar y la viabilidad
de las mismas serdn cruciales a la hora de evaluar la sensibilidad del ensayo.

En la figura 5 podemos observar, a manera de resumen, los puntos criticos de la

técnica evaluados en este trabajo.

Recuento celular

El primer paso fue poner a punto el recuento de las células mononucleares totales
recuperadas de la interfase del gradiente de Ficoll-Hipaque.

La comparacién cuantitativa de los resultados obtenidos mediante el recuento en
cdmara de Neubawer y de aquellos realizados a través del Coulter no arroj6 diferencias
significativas (Figura 6).

Este resultado nos permitia, en aquellas circunstancias donde fuera necesario,
utilizar indistintamente cualquier método de conteo celular. Sin embargo, adoptamos el
criterio de realizar todos los recuentos con el mismo método para disminuir el error entre

los ensayos. Optamos por el recuento manual mediante la cdmara de Neubawer.
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Figura 5

Busqueda de las condiciones estandar.

Con el objeto de obtener las condiciones estandar
necesarias para la realizacién del microensayo fue
indispensable evaluar cada uno de los puntos
incluidos en la figura: el método para el recuento
celular (1), el nimero de células blanco por pocillo
de reaccién (2), las relaciones efector:blanco (3), el
méximo porcentaje de liberacién espontanea (4), la
viabilidad y funcionalidad de ambas poblaciones
efectoras y blanco (5 y 6).

CMT: células mononucleares totales; LE: liberacién esponténea;
E:B: relacién de células efectoras vs blanco.
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Viabilidad de las células blanco

Las células de la linea eritroleucémica K562 son un elemento indispensable para poder
evaluar la citotoxicidad NK. Al ser muy susceptibles del ataque por parte de las células
NK, esta linea fue adoptada por innumerables grupos de investigacién para cuantificar la
actividad citotoxica.

Como mencionamos anteriormente, el nimero de células a utilizar en cada
ensayo es crucial dado que las relaciones efector:blanco deben respetarse con exactitud
para obtener una mdxima reproducibilidad. La tincién con azul-tripin permitié, de
manera rdpida y efectiva, cuantificar el nimero de células viables en cada muestra.
Teniendo en cuenta que el cultivo de la linea celular K562 debia encontrarse en
crecimiento exponencial al momento de la marcacion, s6lo se consideraron aceptables los
porcentajes de viabilidad superiores al 85%, descartaqdo aquellos que no alcanzaran dicho
valor.

Dado nuestro interés en utilizar las células blanco no sélo al dia de la marcacién
sino también a las 24hs, disenamos un protocolo que consistia en realizar un simulacro o
“pseudomarcacion” sin *'Cr, a fin de poder cuantificar la viabilidad al dfa siguiente sin
contaminar radioactivamente la cdmara de Neubawer. Las células se resuspendieron en
medio completo y se guardaron a 4°C durante toda la noche.

El resultado del ensayo demostr6 que el nimero de células K562 no se altera con
el protocolo utilizado (Figura 7). De esta manera, aprobamos la utilizaciéon de la linea

celular dentro de las primeras 24hs de su marcacion.

Viabilidad de las células efectoras

Se disen¢ un protocolo de viabilidad para las células efectoras que consisti6 en realizar el
recuento al momento de su separacién (dia 0) y luego de almacenarlas durante toda la
noche en heladera (4°C) con medio completo (dia 1).

Al comparar los recuentos celulares de los dias 0 y | se observé una disminucion
significativa a las 24hs (P=0.025). Posteriormente, se calcul6 la mortalidad a las 24hs para
cada una de las 11 muestras analizadas (Figura 7). En la figura 7 se observa claramente
como las células mononucleares totales sufren un descenso numeérico importante al dia 1.

La pérdida de células en si misma no representaba un inconveniente insalvable
ya que podia remediarse ficilmente realizando un recuento al momento del ensayo. Sin
embargo, esta disminucién podria traer aparejado una modificacion funcional de la

poblacién efectora. Cualquier linaje celular perteneciente a las CMT, incluida la
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