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Introduccién: Los baséfilos ante una segunda exposicién a un alérgeno (previa sensibilizacién) son activados
y por medio de transduccién de sefiales via proteina quinasa expresan en su membrana CD63. Por citometria
de Flujo es posible evaluar la expresién de este marcador.

Objetivo: Evaluar la degranulacién de basoéfilos, mediante la expresion de CD63 como método de diagnéstico
en el estudio de reacciones de hipersensibilidad frente a latex, diclofenaco sédico y acido acetilsalicilico.
Metodologia: A partir de sangre periférica heparinizada, de pacientes con y sin antecedentes clinicos de
hipersensibilidad, se prepara una suspension celular conteniendo baséfilos, los cuales son estimulados con
PMA (phorbol miristato acetato) y desafiados frente a diferentes alérgenos (latex, diclofenaco sédico y acido
acetilsalicilico), para luego ser marcados con anticuerpos anti CD45, anti IgE y anti CD63. Se desarrolla un
algoritmo a fin de determinar un indice de discriminacion de estimulacion de basoéfilos, indicador de
reactividad in vitro de estas células para cada alérgeno.

Resultados: Los ensayos de reactividad in vitro al latex, diclofenaco sédico y acido acetilsalicilico en los
pacientes con antecedentes de hipersensibilidad, resultaron estadisticamente significativos, respecto de
pacientes sin antecedentes de hipersensibilidad.

Discusidn: Se propone el indice de discriminacién de la estimulacién de baséfilos en funcién de la expresion
de CD63 en pacientes con antecedentes de hipersensibilidad a un determinado alérgeno, como una técnica
rapida, y reproducible para el estudio in vitro de la degranulacién de basdéfilos tras su activacion. (REVLAB
2008; 2: 6-10).

Introduction: basophils in a second exposure to an allergen (previous after sensitization) are activated by
signal transduction via protein kinase and expressed in its membrane CD63. By flow cytometry is it possible
to evaluate the expression of this marker.

Objective: To evaluate the degranulation of basophils, through the expression of CD63 as a diagnostic method
in the study of hypersensitivity reactions against latex, sodium diclofenac and acetylsalicylic acid.
Methodology: From heparinized peripheral blood of patients with and without hypersensitivity clinical history,
it’'s prepared a cell suspension containing basophils, which are stimulated with PMA (phorbol myristate
acetate) and challenged against with different allergens (latex, sodium diclofenac and acetylsalicylic acid).
After that, there were labeled with anti CD45, anti CD63 and anti -IgE. An algorithm was developed to
determine an discrimination index of basophils stimulation , as an indicator of responsiveness of these cells
in vitro to each allergen.

Results: The assays of in vitro reactivity to latex, sodium diclofenac and acetylsalicylic acid in patients with a
hypersensitivity history, were statistically significant regarding with respect to patients without it.

Discussion: It is proposed the rate of stimulation basophils discrimination based on the expression of CD63 in
patients with a hypersensitivity history to a particular allergen, as a rapid and reproducible technique, for the
in vitro study of the basophils degranulation after activation. (REVLAB 2008; 2: 6-10)
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Introduccién

La efectividad de un sistema
homeostatico, estara dada por la interaccion del
genotipo con el ambiente, determinando asi el
fenotipo que portara el individuo durante su vida.
El sistema inmune no es la excepcion, de esta
forma encontramos diferentes alteraciones entre
las cudles estan las llamadas hipersensibilidades,
término que hace alusién a una respuesta inmune
aumentada, exagerada e inapropiada frente a
determinados alergenos

Hacia el afio 1963, Gell y Coombs,
clasificaron en base a mecanismos inmunoldgicos,
los fendmenos de hipersensibilidad en cuatro
tipos: | o IgE dependiente, tipo Il o mediada por
anticuerpos, tipo Il o mediada de complejos
Egmunes y tipo IV o tardia mediada por linfocitos T

En el caso de la hipersensibilidad Tipo | o
también llamada hipersensibilidad inmediata, son
caracteristicos los niveles elevados de IgE sérica
debido a la hiperreactividad a antlgenos que
normalmente carecen de patogemmdad ) dentro
de los que destacan Dermatophagoides sp @ anti
inflamatorios no esteroidales ©, antlbloticos
betalactamicos © y latex . La secuencia de
acontecimientos tipica de la hipersensibilidad
inmediata mediada por la IgE consta de varias
etapas, que comienzan con la exposicion inicial de
un alérgeno. El encuentro inicial con un alérgeno
recive el nombre de fase de sensibilizacion )
Frente a una segunda exposicion al mismo
alérgeno se desarrollara la fase de activacion
generando dentro de la célula ya sea basdfilo y/o
mastocito ® ¥, una cascada de activacién en base
a proteinas del tipo quinasas. Esta activacion
culminara con la liberacion de mediadores
preformados, productos del metabolismo del acido
araquidénico 'y a nivel celular se realiza una
sintesis de novo de citoquinas principalmente del
tipo Th2 @ y expresion de nuevos antigenos de
membrana, entre ellos CD63 Y. In vitro, el CD63
es expresado cuando los baséfilos son
estimulados con alérgenos o anticuerpos anti-Igg
@2 En 1962, W.B. Shelley ™ introduce un
método basado en la degranulacion de los
baséfilos tras  su incubaciéon  con el
correspondiente alérgeno especifico.

En la actualidad la Citometria de Flujo ha
sido utilizada para evaluar in vitro la degranulacion
de los basdfilos de sangre periférica frente a
diversos alérgenos, a partir de Ia deteccion de la
expresion del marcador CD63 ™. Mas atin si se
consideran los riesgos inherentes que presenta la
realizacion de una prueba de desafio cutaneo, la
cual se realiza in vivo, no estando libre de

ISSN 0718-4743

complicaciones para el paciente. Dentro de este
contexto, el objetivo de este estudio de tipo
experimental, es evaluar la degranulacion de
baséfilos como método de diagndstico en el
estudio de reacciones de hipersensibilidad frente
a alérgenos de tipo medicamentoso y a latex,
procedimiento efectuado in vitro a partir de una
muestra de sangre periférica.

Materiales y métodos

Pacientes: En el caso del latex, el grupo
estudiado correspondié a un total de 16 pacientes,
de los cuales, 7 (43.8%) tenia historia clinica de
manifestaciones de Hipersensibilidad tipo |1 y 9
(56.2%) sin historia clinica de esta enfermedad.
Para diclofenaco sddico, se estudio un grupo total
de 15 pacientes, 8 (53.8%) tenia historia clinica
de manifestaciones de hipersensibilidad tipo I'y 7
(47.2%) sin historia clinica de esta enfermedad.
Los individuos estudiados corresponden a
pacientes del Laboratorio de Citometria de Flujo,
Hospital del Trabajador de Concepcidn, los cuales
mediante la firma de un consentimiento informado
aceptaron participar en este estudio.

Tipo de muestra: Se obtuvo mediante flebotomia,
3 ml de sangre periférica usando heparina de litio
como anticoagulante.

Obtencion de suspension celular conteniendo
basofilos: La muestra de sangre periférica fue
sometida a centrifugacion a 400g durante 5
minutos, a fin de poder retirar la inter fase
leucocitaria (conteniendo eritrocitos, leucocitos y
plasma), la cual nuevamente centrifugada para
eliminar el plasma. A continuacion se procedié a
lavar con buffer salino fosfato (PBS),
obteniéndose finalmente una suspension celular
en este buffer.

Estimulacion de Baséfilos: Brevemente, usando
un buffer de estimulacion (HEPES 20mM, NaCl
133mM, KCI 5mM, Cacl 7mM, MgCI2 3,5mM, pH
7,0), se estimulan las células con PMA (phorbol
miristato acetato) a una concentracion final de 10
ug/ml. El control positivo, ademés contenia el
alérgeno a estudiar en una concentracion de al
menos cinco veces la utilizada en cada ensayo en
particular, a fin de asegurar una de granulamon }/
la consiguiente expresion de CD63 1
Posteriormente se procedié a una incubacion de
15 minutos a 37°C. Para detener la estimulacion,
las muestras son sometidas durante 5 minutos a
un golpe de frioy lavadas con PBS.

Marcacién con anticuerpos monoclonales: Se
utilizé anticuerpo anti IgE-FITC, anti CD63-PE y
CD45-TC, todos Invitrogen. Las muestras se
incubaron a temperatura ambiente en oscuridad,
posterior a lo cual se procedié a lisar glébulos
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rojos (FACS Lysing Solution, BD), incubando en
oscuridad por 10 minutos con una solucion de
lisis comercial, para luego centrifugar a 400g por
5 minutos. Se elimind el sobrenadante y el
sedimento fue lavado con PBS, para finalmente
ser resuspendido en 0.5 ml de PBS, para luego
proceder a la adquisicién de los datos en el
citdbmetro de Flujo.

Adquisicién en citémetro de flujo: La
adquisicion de los datos se realizd en un
Citébmetro de Flujo FACSCalibur equipado con un
laser de argén (488nm) y usando el programa de
adquisicion y analisis CellQuest version 3.3, con
un minimo de 10.000 y un méximo de 20.000
eventos celulares. La adquisiciéon se realizd
definiendo el umbral de deteccion (threshold) en
funcion de FL-1(Igg) a fin de eliminar
interferencias de células no basdfilos y restos
celulares.

Andlisis de Expresion IgE y antigeno CD63
positivo: El andlisis se efectu6 usando el
programa de adquisicion y andlisis CellQuest
v.3.3, identificandose la poblacion de basdéfilos
mediante la combinacion de los parametros de
tamafo (FSC), granularidad (SSC), expresion de
CD45 y de IgE utilizando mudltiples ventanas de
andlisis. Una vez identificada la poblacién de
baséfilos se evalué porcentualmente la expresion
de CD63.

Andlisis estadistico: Se consideraron las
variables de antecedentes hipersensibilidad tipo I,
y porcentaje de expresion de CD63 en basdfilos
(media y desviacion estandar). Como prueba de
significacion estadistica se utilizo6 la diferencia de
promedios muestrales con base en la distribucion t
de Student”, utilizando el software Microsoft Excel
2007. Como medicion de calidad se calculd la
sensibilidad, especificidad, valor predictivo
negativo y valor predictivo negativo de la técnica
tanto en forma particular para cada alérgeno como
en su totalidad, utilizando el software “evaluacion
de pruebas diagnésticas v.1.0.2 (unidad de
Bioestadistica clinica, Hospital Ramén y Cajal,
Madrid, Espafia).

Resultados

La expresion in vitro de CD63 en
basofilos previamente activados frente
determinados alérgenos se expreso en funcion del
porcentaje de expresion de CD63. A fin de
relacionar la expresion de CD63 frente a un
determinado alérgeno, tanto para el control
negativo (CN), control positivo (CP), como para
concentracion ensayada (CE) y asi compararlas
entre si, se desarrollaron relaciones matematicas,
segun las siguientes formulas:

AT = %CD63 CE — %CD63 CN (i)
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Donde AT es el porcentaje real de
expresion de CD63 (o incremento del porcentaje
de expresion de basdfilos en la ventana de
andlisis correspondiente a la concentracion
ensayada, respecto del control negativo).
Tomando como base la relacion existente entre
las concentraciones del alérgeno para el control
positivo y la concentracion estandarizada © ** 2,
se obtiene el porcentaje de expresion de CD63 en
baséfilos (%D), el cual corresponde al producto de
la expresion porcentual de la concentracion del
alérgeno ensayada con respecto al control positivo
(30%, 25% y 20% para latex, diclofenaco de sodio
y acido acetilsalicilico, respectivamente) y que se
definié como X, mas el porcentaje de expresion de
CD63 en el control negativo:

%D = X%AT+ %CD63 CN (i)

Finalmente para realizar la discriminacion
entre las muestras hipersensibilizadas in vitro y las
no hipersensibilizadas in vitro, se definié un indice
de discriminacion de la estimulacion de basofilos
(IE), el cual esta dado por la razén entre el
porcentaje de expresion de basofilos (%D) y el
porcentaje de expresion de CD63 del control
positivo:

I.LE = %D / %CD63 CP (iii)

Este indice de discriminacion de la
estimulacion de basofilos, debiera ser igual o
superior a 0,5 para considerar una muestra
hipersensible in vitro al alérgeno tratado.

En el grupo de pacientes en los cuales se
ensay0 reactividad in vitro al latex, el 50%
presentd reactividad in vitro, es decir todos los
pacientes con antecedentes clinicos de
hipersensibilidad mas un paciente  sin
antecedentes. El indice de discriminacion de la
estimulacion de basofilos en funcion de la
expresion de CD63 en los pacientes con
antecedentes de hipersensibilidad, es
significativamente mayor al de los pacientes sin
antecedentes de hipersensibilidad (p < 0,05)
(Tabla 1). La sensibilidad diagndstica,
especificidad diagndstica, valor predictivo positivo
y valor predictivo negativo para el ensayo de
reactividad in vitro para latex fue de 100%,
88.89%, 87.59% y 100%, respectivamente, con un
intervalo de confianza de 95% (Tabla 2).

El ensayo de reactividad in vitro a
diclofenaco sddico, representado en la Tabla 3,
muestra que el 50% de los pacientes presentaron
reactividad in vitro, es decir, exactamente todos
los pacientes con antecedentes clinicos de
hipersensibilidad. Al igual con el ensayo para
latex, el indice de discriminacion de la

@®www.revlab.cl

2008 / Volumen 2/ N°1



Revista Latinoamericana de Actualidades Biomédicas

estimulacion de basdfilos en funcion de la
expresion de CD63 en los pacientes con
antecedentes de hipersensibilidad a diclofenaco
sodico, es significativamente mayor al de los
pacientes sin antecedentes de hipersensibilidad (p
< 0,05). La sensibilidad diagndstica para el ensayo
de reactividad in vitro para diclofenaco sdédico fue
de un 100%, asi como también la especificidad
diagnostica, valor predictivo positivo y valor
predictivo negativo fue de 100%, también con un
intervalo de confianza de 95% (Tabla 2).
Finalmente, en el grupo de pacientes con
en los cuales se ensayd reactividad in vitro al
acido acetilsalicilico, sélo dos de los cuatro
pacientes (50%) con antecedentes clinicos de
hipersensibilidad, presentaron reactividad. A pesar
de lo anterior, el indice de discriminacién de la
estimulacion de basdfilos en funcion de la
expresion de CD63 en los pacientes con
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antecedentes de hipersensibilidad a &cido
acetlisalicilico, es significativamente mayor al de

los pacientes sin antecedentes de
hipersensibilidad (p < 0,05) (Tabla 4). Para el
ensayo de reactividad in vitro para acido

acetilsalicilico, con un intervalo de confianza de
95%, la sensibilidad diagnéstica fue de 50%, la
especificidad diagnéstica y el valor predictivo
positivo fueron de 100% y valor predictivo negativo
fue de 66.67% (Tabla 2).

Finalmente, considerando todos los
alérgenos en conjunto, y con un intervalo de
confianza de 95%, la sensibilidad diagnéstica de
este ensayo fue 87.50%, la especificidad
diagnostica fue 94.44%, el valor predictivo positivo
y valor predictivo negativo fueron de 93.35% y
69.47%, respectivamente (Tabla 2).

Hipersensibilidad Reactividad
Paciente % C(+) 30% AT + C(-) IE Clinica in vitro
1 57.09 42.24 0.72 S| S|
2 33.33 15.94 0.30 NO NO
3 67.27 21.19 0.73 S| S|
4 52.63 35.79 0.64 Sl Sl
5 11.21 7.67 0.23 NO NO
6 39.04 24.09 054 S| S|
7 22.82 12.94 0.28 NO NO
8 21.96 15.84 0.25 NO NO
9 35.30 28.29 0.55 NO Sl
10 9.74 5.12 0.28 NO NO
11 24.48 15.24 0.47 NO NO
12 44.29 29.88 0.43 NO NO
13 43.15 31.13 0.57 Sl Sl
14 37.32 23.94 0.52 S| Sl
15 32.01 18.37 0.42 NO NO
16 29.33 30.19 0.53 S| Sl

%C(+): Porcentaje de expresion de CD63 en basoéfilos en el control positivo. 30% AT + C(-)
porcentaje de expresion de CD63 en funcion de la concentracion del alérgeno respecto del control

positivo. IE: Indice de discriminacion.

Tabla 1: Ensayo de Reactividad in vitro a Latex.

Discusion

A través del tiempo, se han utilizado
diferentes medios para el diagnoéstico y posterior
tratamiento de la Hipersensibilidad tipo |,
basandose en la determinacion de la IgE
especifica @9 Estas técnicas poseen una gran

especificidad y sensibilidad cercana al 100%, sin
embargo no siempre son rapidas y ademas
permiten identificar el proceso de hipersensibilidad
una vez que éste ya estd en curso, no
constituyendo un examen preventivo ante un
alérgeno.
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Ensayo Reactividad in vitro Sensibilidad Especificidad VVP VVPN
diagnostica diagnostica

Latex (n=16) 100 88.89 87.50 100

Diclofenaco sédico (n=10) 100 100 100 100

Acido aceteilsalicilico (n=8) 50 100 100 66.7

Todos (n=34) 87.50 94.44 93.35 89.47

VPP: Valor predictivo positivo, VPN: Valor predictivo negativo. (*) Intervalo de

confianza 95%.

Tabla 2: Pruebas diagnésticas para ensayo de reactividad in vitro a diferentes alérgenos

La citometria de flujo ha sido empleada
para cuantificar la degranulacion de los basofilos
en reacciones de hipersensibilidad tipo |,
comparandose sus resultados con diversas
Pruebas, entre ellas la deteccion de IgE especifica
15) B .2 .

El estudio de la expresion del antigeno de
membrana CD63 por esta técnica ha permitido
evaluar la activacion in vitro de los basofilos por
farmacos y alérgenos ®. Esta metodologia, ha
permitido discriminar poblaciones de pacientes
hipersensibles y no hipersensibles. En este
estudio, proponemos el indice de discriminacion
de la estimulacion de basofilos en funcion de la
expresion de CD63 en pacientes con
antecedentes de hipersensibilidad a un
determinado alérgeno, como una técnica rapida, y
reproducible para el estudio in vitro de la
degranulacion de basodfilos tras su activacion
(evidenciada por la expresion de CD63). Esto se
ha demostrado con los resultados obtenidos, ya
gue fue posible discriminar un grupo de pacientes
estudiados en hipersensibles in vitro y no
hipersensibles in vitro frente a determinado
alérgenos, sin la necesidad de que el cuadro
clinico esté instalado en el paciente, ni tampoco
exponer al paciente aun test in vivo (prick test), el
cual conllevad un riesgo asociado considerable.

Si  bien nuestros resultados fueron
estadisticamente significativos para los tres
alérgenos ensayados (p<0.05), el reducido

namero de pacientes estudiados utilizados en los

célculos para pruebas diagnésticas, precisa
realizar a futuro un mayor numero de
determinaciones con el fin de reafirmar las

conclusiones obtenidas.
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