Evaluacion de la inmunidad celular en caninos;
prueba de proliferacion de linfocitos in vitro
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RESUMEN

Lapruebade proliferacién delinfocitosinducidapor mitdgenosin vitro seutilizaparaevaluar
lainmunidad celular. En el presente trabajo, se comparan los resultados obtenidos con € método
tradicional, que utilizalinfocitos purificados parael cultivo y lacaptacion detimidinatritiadacomo
método de medicion de la proliferacion (LP- *H), con otras dos metodologias: € uso de sangre
entera con revelado por captacion de timidinatritiada (SE-*H) y € uso de linfocitos purificados
con revelado por ensayo colorimétrico con MTT (LP-MTT). Se trabaj6 sobre muestras de 12
caninos clinicamente sanos que fueron procesadas por las tres metodologias. Se utilizo
ConcanavalinaA como mitégenoy € Indice de Estimulacién (IE) como expresién delosresultados.
El método de SE-*H arrojo valores de | E significativamente mayores que latécnicaclésica, por 1o
que resultaria Util paraevaluar laproliferacion linfocitariaen caninos en nuestras condiciones de
trabajo. El método de LP-MTT mostro valores de |E significativamente menores, por lo que se
reguieren mas estudios para eval uar su posible uso en lamedicion delafuncionalidad linfocitaria.
Sobre labase de | os resultados obtenidos se estableci6 un rango normal devaloresde | E paracada
método.
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Evaluation of cellular immunity in dogs: in vitro lymphocyte proliferation test

SUMMARY

In vitro mitogen induced lymphocyte proliferation test is widely used for evaluation of cell-
mediated immunity. In the present work, we compare the results of the traditional method, which
uses gradient isolated lymphocytes as the source of cells for the culture and tritiated thymidine
incorporation to measure proliferative response (L P- 2H), with other two methods: culture of whole
blood and proliferation measure with *H- thymidine (SE-2H), and culture of isolated lymphocytes
and proliferation evaluation with a colorimetric assay using MTT (LP-MTT). Blood samples of
twelve adult, healthy dogs were processed by the three mentioned methods, using Concanavalin-
A as mitogen and the Stimulation Index (SI) to express the degree of lymphoproliferation. The Sl
obtained by the SE-*H method were significativily higher than those of the traditional test, while
those obtained by the LP-M TT method were significativily lower. These results show that the SE-
3H method could be a suitable aternative to evaluate the lymphoproliferation in our laboratory
conditions; it isrequired moreresearch to evaluateif, in spite of thelower Sl, the LP-MTT method
could be suitable to evaluate lymphoproliferation in dogs. Based on the results obtained in this

experience, we established anormal S range for each method.
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INTRODUCCION

Lainmunidad detipo celular constituye un
mecanismo fundamental para la defensa del
organismo. Estarespuesta, mediada por linfocitos
T, esesencia paralaproteccion contrapatégenos
intracelulares: virus, algunas bacterias, hongos
y protozoarios 14 % 5,

Su disfuncion provoca infecciones debidas
a estos microorganismos, que pueden llegar a
comprometer lavidadel animal. Ademés, dados
los procesos de cooperacion celular, también
pueden resultar afectados los mecanismos de
defensa frente a patdgenos extracelulares 142 %,

Debido alaimportancia que tiene la accion
deloslinfocitos T enladefensadd organismo, se
han desarrollado pruebas inmunoldgicas que
permiten evaluar su funcionalidad.

Laproliferaciéndelinfocitosinvitroinducida
por mitdgenos es la prueba mas ampliamente

64

utilizada. Se basaen que ciertaslectinas, comola
Concanavalina A, se unen a residuos
hidrocarbonados de glucoproteinas de superficie
de los linfocitos T caninos *?, estimulando su
proliferacion policlonal 125142325,

En la clinica, esta técnica congtituye una
herramienta para el diagnostico de las
inmunodeficienciasdetipo cdular, tanto primarias
como secundarias 252, Eninmunologiaclinica
experimental, resulta de gran utilidad para el
estudio del efecto que los farmacos, productos
biol6gicos (vacunas, inmunomoduladores) y
agentes patdgenos provocan sobre la respuesta
inmunecelular 71618,

El método tradicional para la prueba de
linfoproliferacién utilizalinfocitos purificadospor
gradiente de centrifugacién como fuente de
células parad cultivoy la captacion detimidina
tritiada como método de medicion de la
proliferacion. Se fundamenta en que las cdulas
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en proceso proliferativoinducido por & mitégeno,
incorporan latimidinamarcadaradioactivamente
contritio (*H) como base paralasintesisdel nuevo
ADN; por lo tanto estima & nimero de cdulas
que estan proliferando. El nivel de proliferacion
se evalUa en funcion del nivel de radioactividad
acanzado por las cdlulas en cultivo 234,

Unavariante de estatécnicalacongtituye el
uso de sangre entera como fuente de linfocitos
parad cultivo, manteniendolamarcacion con®H
timidinacomo méodo demedicion delaactividad
proliferativab 42,

A esta variante en la fuente de células, se
suman también variaciones en la metodologia
paramedir laproliferacion. Esel casodd cultivo
de linfocitos purificados por gradiente con
revelado de proliferacion por ensayo
colorimétricocon MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide). Se
fundamenta en la transformacion de esta sal de
tetrazolio, de color amarillo, en cristales de
formazan de color azul por parte de enzimas
mitocondriales de las células activas; mide, por
lo tanto, el nimero total de cdulasvivas* Y.

Cada uno de los procedimientos descriptos
presenta diferencias en lo que se refiere a la
complegjidad operativa, d tiempo que se obtienen
los resultados, al costo y a requerimiento de
equipamiento. El uso de sangre entera requiere
pequefios volumenes de muestra, es menos
costoso y es de més répida redlizacion, pues no
necesita reactivo ni centrifugacion para formar
gradiente. El revelado por ensayo colorimétrico
evitad uso de sustancias radioactivas y requiere
de un lector de placas, equipo mas accesible que
un contador de centelleo.

En caninos, a igua que en otras especies
animales, est4 descripta la utilizacion de estas
dos variantes de la prueba de linfoproliferacion.
Los resultados y las conclusiones acerca de la
idoneidad de estas dos metodologias para
evauar laproliferacionlinfocitariaen comparacion
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con el método tradicional, varian entre las
diferentes publicaciones 1. 6.8 21 24

Ennuestrolaboratorio seredizalaevauacion
de la linfoproliferacion con e procedimiento
tradicional.y también se ha trabgjado sobre las
dos variantes metodol dgicas descriptas™®.

End presentetrabgjo, seredizaun estudiode
las tres diferentes metodologias de
linfoproliferacion sobre muestras de caninossanos
y se comparan sus resultados. Sobre la base de
datospreviosy delosobtenidosen estaexperiencia
S establece, para nuestras condiciones, un rango
de vdores normaes de | E para cada método.

MATERIALESY METODOS

Animales

Se utilizaron 12 caninosadultos, 8 hembras
y 4 machos, de raza Beagle (8 animales),
Labrador (1) y mestizos(3), clinicamente sanos
al momento de la extraccidn, mantenidos en la
Facultad de Ciencias Veterinarias de la
Universidad de Buenos Aires.

Obtencién delasmuestras

Las muestras de sangre periférica se
obtuvieron por puncién de la vena yugular,
usandose heparina como anticoagulante. Se
mantuvieron a temperatura ambiente hasta su
uso, que siempre tuvo lugar antes de la hora de
extraidas.

Procesamiento

Sangreentera (SE): Lasangre heparinizada
se diluyé 1/10 en medio RPMI 1640
suplementado con 10 % de suero fetal bovino,
gentamicina (60 mg/l) y 5 x 10 -5 M 2-
mercaptoetanol (medio RPMI completo). La
concentracion estimada de linfocitos, sobre la
base de los datos obtenidos por hemograma,
fue de 200.000 por ml.

Linfocitos purificados (LP): Los linfocitos
se purificaron por centrifugacion en gradiente
de Hystopaguedensidad 1077. Brevemente, se
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centrifugdlasangre heparinizada, diluidaa medio
enPBSestéril pH 7,2, a400 g durante 20 minutos.
El hal o enriquecido en cdlulasmononucleares se
lavé dosvecesen PBSYy lascélulas obtenidas se
suspendieron en RPMI completo a la
concentracion indicada para cada método: 2.10°
y 1.10°células por ml paralosmétodosLP-*Hy
LP-MTT, respectivamente. El uso de estas
concentraciones celulares se bas6 en los
resultados de pruebasprevias de estandarizacién
en las que se seleccionaron las condiciones que
arrojaron mayores|E. Serediz6 ladeterminacion
deviabilidad por tincion vital con azul tripan que
resultd, en todos los casos, mayor del 95 %.

Condicionesdecultivo:

Seutiliz6 placasdecultivo de 96 hoyosfondo
en U y medio RPMI completo como medio de
cultivo.

Paracadamuestra se sembraron 6 hoyos con
100 microlitros de sangre entera diluida (método
SE- 3*H) y de suspensién delinfocitos purificados
(méodosLP-3Hy LP-MTT). Atreshoyosseles
agregd 100 microlitrosdemedio decultivo (hoyos
controles) y aotrostres, 100 microlitrosdel medio
de cultivo con & mitogeno (hoyos estimulados).

SeutilizélaConcanavainaA como mitégeno,
arazén de 1 microgramo por hoyo.

Laincubacién seredlizé enestufaa37°Cy
5% de CO, durante 96 horas.

Reveladodelapraliferacion:

Captacion de timidina tritiada: Tanto para
SE como paral P, 16 horasantesdelafinalizacion
dd cultivo, se agregd a cada hoyo, 1 microcurie
detimidinatritiada (actividad especifica20.00 Ci/
mmol). Las células luego se cosecharon con
cosechador semiautomético, enfiltrosdefibrade
vidrio (Whatman GF-2A?). Una vez secos, los
filtrosse colocaron envidesplagticosconliquido
de centelleo, midiéndose su nivel de
radioactividad durante 3 minutos por muestra, en
contador de centelleo liquido Beckman.

El Indice de estimulacién de cada muestra
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se calcul 6 de acuerdo con lasiguiente formula:

|E = promedio de las cuentas por minuto
(cpm) de los cultivos estimulados / promedio
de las cpm de los cultivos no estimulados

Revelado colorimétrico con MTT: 4 horas
antesdelafinalizacionde cultivo, seretird 100l
de sobrenadante de cada hoyo y se agregd 10 ul
de una solucion de 5 mg/ml de MTT. Luego se
disolvieron|oscristalesdeformazén medianteel
agregado de 100 microlitros de alcohol
isopropilico/CIH y agitacion. Se midio la
densidad Gpticaen un lector de placasa 570 nm.

El indice de Estimulacion de cada muestra
se calcul 6 de acuerdo con lasiguiente formula:

| E = promedio deladensidad 6ptica(do) de
los cultivos estimulados/ promedio delado de
los cultivos no estimulados

Andlisisestadistico:

Lacomparacion delosvaloresdeindicede
Estimulaci6n seredlizé utilizando lapruebat de
Student para diferencia de medias de
poblaciones con igual varianza.

RESULTADOS

Evaluacién delosdiferentesméodos

En la Tabla 1 se exponen los resultados
obtenidos en las pruebas de linfoproliferacion
realizadas sobre las muestras de los 12 caninos
normales. En ella se indican los promedios y
desviaciones estandar de los |E obtenidos en
cada uno de los métodos.

Se observa que los valores de |IE son
diferentes para cada metodologia. El andlisis
estadistico indica que estas diferencias son
significativas: Losvalores de |E del método de
SE-*H son significativamente mayores y los
valores de |E del método LP-MTT resultan
significativamente menores que € valor de |E
del método tradicional.

LadisperséndelosvaoresdelEesamplia,
con coeficientesdevariabilidad (CV) elevados.
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Tabla1: Vaoresde | E obtenidos paralos diferentes métodos de evaluacion delalinfoproliferacion

Métodos de evaluacion (a) LP°H SE-H LP-MTT
Promedio +/- desvio estandar 20,46 +/- 9,64 | 50,25 +/- 24,18 * | 2,38 +/- 0,76 *
Coeficiente de variabilidad 47.11 48.11 31.93

(a) Métodos de evaluacion de linfoproliferacion: LP-*H: linfocitos purificados-timidina tritiada, SE-*H:
sangre entera-timidina tritiada, LP-MTT: linfocitos purificados-ensayo colorimétrico con MTT.

* diferencias significativas p < 0.05.

Tabla2: Rango de valores normales de | E para cadamétodo de evaluacién delalinfoproliferacion

in vitro

Métodos de evaluacion (a)

LP-*H

SE-‘H LP-MTT

Rango valores normales de IE

34,92 - 6,00

86,52 - 13,93 3,52-1,24

(a) Métodos de evaluacion de linfopraliferacion: LP-*H : linfocitos purificados-timidina tritiada, SE-°H:
sangre entera-timidina tritiada, LP-MTT: linfocitos purificados-ensayo colorimétrico con MTT.

Determinacion del rango

L osresultados obtenidosen estaexperiencia
seutilizaron paradeterminar un rango normal de
valores de |E para cada metodologia. Los altos
valores de desvio esténdar (S) observados en
laspruebasredlizadasno permitio utilizar 2Spara
el cdculod rango, debido aqued vaor inferior
del mismo seriamuy proximo a 1, que significa
no-proliferacién. Es por ello que se establecio
como & promedio +/- 1,5 desviaciones estandar.

DISCUSION

La comparacion de los resultados muestra
que el método de SE-*H tiene sensibilidad
suficiente paramedir laproliferacion delinfocitos
caninos, siendo sus valores de IE
significativamente mayores que los
correspondientesalatécnicacléasica. Estamayor
reactividad coincide con € trabgjo realizado en
caninospor Shifrineet a 2. El método de SE-*H,
también ha sido estudiado en otras especies
animales™ 315 ; enfdinos, seindican |E mayores
gue los obtenidos con e método clasico 2.
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Sepostulaque, s bien e uso desangreentera
no permite unificar é ndmero de linfocitos en
cultivo paratodaslas muestras, reproduce mejor
las condicionesin vivo y, por evitar € gradiente
de centrifugacioén, no provoca pérdida de
poblacioneslinfocitariasni decdulasnolinfoides
que juegan un papel fundamental en la
cooperacion celular 1+ 2, Por otra parte, se ha
estudiado € efecto que otras cdlulas sanguineas
presentesen lasangretienen sobrelaproliferacion
linfocitaria, observandose que los eritrocitos
aumentarian la produccion de citoquinas y
acdlerarianlaproliferacién celular °.

El método de LP-MTT mostré6 menor
sensibilidad respecto del método de LP-*H para
evaluar lalinfoproliferacion, con valores de |IE
significativamente menores. Estos resultados
coinciden con € trabajo realizado en caninos por
Wagner et d 2. Este método también ha sido
utilizado en otras especiesanimales, con valores
delE queno superanundigito® %1, Enporcinos,
algunos autores descartan su uso para la
medicion delalinfoproliferacion debidoasubgja
sensibilidad 2. Esta menor sensibilidad no se
debe a uso de una menor concentracion de
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células utilizadas en el cultivo, dado que las
pruebas previas de estandarizacion arrojaron |1E
mayores con las condiciones adoptadas. Wagner
et d 2 explican estaobservacion por ladificultad
de las células en captar el MTT cuando se
encuentran en grandes concentraciones.

Dado que ambos métodos de revelado dela
proliferacion miden diferentes procesos
bioldgicos, se sugiereque lamenor sensibilidad
detectada en los cultivos de linfocitos, en
comparacion con otro tipo de células, se deberia
a que los linfocitos contienen bajo nivel de las
deshidrogenasas necesarias para la
metabolizaciéndel MTT 24,

En el presente trabgjo se utiliz6 € 1E como
expresion de |os resultados, pues consideramos
gue es mas representativo que e dato crudo de
cpm o de do, puestieneen cuenta el valor delos
controles no estimulados, que en algunos
animaesesalto.

Ladispersién de los valores de |IE paralos
métodos de LP-*H y SE-*H obtenidos en esta
experiencia es compatible con los trabajos
previos realizados en este mismo laboratorio™® y
los aportados por investigaciones de otros
autores 2816182124 por otro lado, e menor valor
deCV parad méododeLP-MTT podriaindicar
gue el proceso bioldgico evaluado por esta
metodol ogia resulta mas estable.

Sobre la base de los resultados obtenidos
sedetermind un rango devaloresnormalesde|E
para cada metodologia (Tabla 2). Todos los
animales normales evaluados en la presente
experiencia y en nuestros trabajos previos®
arrojaronvaoresde | E superioresa limiteinferior
de los rangos definidos. Tres muestras de
caninos recibidas en nuestro laboratorio con
sospecha clinica de inmunodeficiencia de tipo
celular, dos procesadas por € método de LP-*H
y unapor € de SE-*H, arrojaron |IE menoresaz,
vaor que esta por fuerade los rangos normales
establecidos. Consideramos que € estudio de

68

casos sospechosos deinmunodeficienciacelular
permitiria gjustar con mayor precision un valor
de corte, objetivo que se ve dificultado por €
bajo nimero de muestras recibidas, ya sea por
bajacasuistica, faltadedifusion delapruebao e
ato costo del estudio.

CONCLUSONES

L os resultados obtenidos muestran que, en
nuestro laboratorio, € méodo de SE-*H es un
procedimiento sensible para la medicién de la
proliferacionlinfocitaria, puesresultacomparable
y alln més reactivo que latécnicacléasica. Por lo
tanto, consideramos que puedereemplazar a uso
de linfocitos purificados con la consecuente
ventaja operativa 'y de costos.

Lamenor senshilidad mostradapor € método
de LP- MTT hace necesario continuar con su
evaluacion, tanto para su uso en inmunologia
clinica como experimental. En € primer caso,
deben realizarse pruebas en caninos con
inmunodeficiencias celulares para determinar s
esta menor sensibilidad resulta suficiente para
establecer una disfuncion linfocitaria. En
inmunologiaexperimental, especididad enlaque
usualmente se comparan resultados de dos
grupos de animales (controles y tratados), se
debe evaluar s, aun con bgjos valores de IE,
puede llegar a demostrarse, si las hubiera,
diferencias de linfoproliferacién entre grupos.
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