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Resumen 

El estudio serológico en ELISA ABBOlT VIH de 2 17.539 sueros de donantes voluntarios 
cle sangre del Instituto Hematológico de Occidente. reveló la presencia de anticuerpos antiViH 
r n un total de 202 sueros (0,093%). Se estudiaron 559 sueros de donantes VIH seronegativos 
para detectar en ellos la presencia o no de linfocitotoxinas contra linfocitos normales 
clbservándose un 3,1% de linfocitotocixidad en el suero de mujeres y 2,8% en los hombres. 
E:n 57  sueros VIH seropositivos se  encontraron 13  sueros (22.8%) con actividad linfocitotóxica 
cle los cuales 7 correspondieron a individuos de sexo masculino (18.7%) y 6 sueros (33%) 
correspondían al sexo femenino. La mayoría de los sueros ViH seropositivos con actividad 
linfocitotóxica presentaron lecturas por ELISA, mayores de "1" (87.5%). Los sueros con 
linfocitotoxicidad negativa ViH seropositivo con lecturas por ELISA con absorbancia inferior 
2. "1" representaron el 91,84%. Dos sueros VIH positivos, linfocitotóxicos positivos 
reconocieron selectivamente la sub-población linfocitaria CD4 en linfocitos provenientes de 
clonantes normales. La presencia de anticuerpos linfocitotóxicos se encuentra asociada a 
I?cturas elevadas (mayores de 1) en individuos VIH seropositivos. 
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Lymphocytotoxic antibodies in blood donors and their 
relation whit anti HIV antibodies 

Abstract 
The serologic study in HIV ELISA Abbott from 2 17.539 wheys of volunter givers of blood 

from the Instituto Hematológico de Occidente, revaled the presence of antibodies anti HIV in 
a total of 202 wheys (0.093%). 559 wheys were studied from seronegative HIV givers. To detect 
vrhether or hot the presence of lymphocitotoxicity againdst normal limphocytes obseving a 
f. .  1% of lyrnphocitotoxicity in the whey of women and 2.8% in men. In 57 wheys HIV 
seropositive were found 13 wheys (22.8%). With lymphocitotoxic activity from which. 7 
correspond to individuals of masculine sex (18.7%) and 6. Wheys (33%) correspond to the 
f,:menine sex. The most of the wheys HíV seropostive. With lyrnphocytotoxic activity presented 
readings with HlV ELISA, more than " 1" (87.5%). The wheys with negative lyrnphocitotoxicity 
HIV seropositive with reading HIV ELISA less than " 1" represented the 9 1.84%. two HIV 
seropositive wheys positive - lyrnphocitotoxic selectively acknonlige the lymphocite 

* Autor para la correspondencia. Lab. HLA e Inmunología. Banco de  Sangre del Edo. Zulia. Final Av. 20 al lado 
Maternidad "Castillo Plaza". 4001A. Maracaibo, Venezuela. 
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subpopulation CD4 in lymphocite proceeding from normal givers. The presence of 
lyrnphocitotoxic antibodies is associated with higs readings (more the " 1") in HIV seropositive 
indivuduais. 

Key words: AIDS; CD4; ELISA; HIV: lymphocitotoxins. 

Introducción 

Los anticuerpos linfocitotóxicos de la 
clase IgG, activos de presencia de comple- 
mento y con diferentes especificidades. han 
sido descritos en varios estados patológicos 
asociados con infecciones por virus o con 
alteraciones del aparato inrnunológico, su-  
giriendo una participación de los mismos en 
la patogénesis de estas enfermedades (1-7). 

Kiprov y col. 1984 (8) y Kioster y col., 
1984 (9). han publicado la presencia de 
estos anticuerpos en un 90% de pacientes 
con el síndrome de Inmuno-Deficiencia Ad- 
quirida (SIDA), demostrando una estrecha 
correlación entre la presencia de anticuer- 
pos antilinfocitarios y la seropositividad 
contra agentes virales relacionados con el 
SIDA. Los anticuerpos estarían dirigidos 
preferencialmente contra la población linfo- 
citaria CD4 (8). Szabo B. (10) Stroncek DF 
( 1 1) en 1992 y Silvestris F en 1994 confir- 
maron la presencia de estos anticuerpos 
linfocitotóxicos en individuos VI H positivos 
con especificidad TCD4. (12). 

Nuestro interés en este trabajo fue el 
de estudiar la presencia de anticuerpos lin- 
focitotóxicos en los sueros de donantes VIH 
seropositivos y la posible correlación exis- 
tente entre estos dos parámetros, además. 
se  trató de establecer la especificidad de 
estos anticuerpos linfocitotóxicos. 

Material y Métodos 

técnica convencional. Para la purificación 
de los linfocitos se  tomaron 5 m1 de sangre 
periférica en tubos heparanizados (250 
üI/d sangre). Se prepararon series (pool) 
de 4 donantes hasta completar 38 donantes 
sanos VIH negativos. 

Los linfocitos se  separaron sobre His- 
topaque (Sigrna) y se resuspendieron en 
medio de Hank's (Sigrna), pH 7.2 más  10% 
de suero de bovino fetal, más antibióticos 
(penicilina, streptomicina, anfotericina B. 
100 unidades/rnl. 100 g / m l  - 2 ~ / m l  
respectivamente), colocando los linfocitos a 
una concentración de 3 x lo6 ml. 

Sueros 
Se recuperaron 559 sueros de donan- 

tes voluntarios de sangre, adultos, de arn- 
bos sexos, y se enfrentaron a los linfocitos 
totales de los 38 donantes antes menciona- 
dos, en la prueba de linfocitotóxicidad des- 
crita por Terasaki (13). 

Determinacibn de Anticuerpos Anti ViH 

Los sueros de 2 17.539 donantes vo- 
luntarios de sangre fueron estudiados utili- 
zando el equipo ELISA ABBOTT para VIH 
(ABBO'IT - VIH - EIA), considerándose como 
positivos los sueros con lecturas compren- 
didas entre 0,115 y mayores de 2.0 según 
instrucciones. Todos los sueros VIH positi- 
vos fueron confirmados por la técnica de 
Western Blot (Dupont Laboratories). 

Separacidn de poblaciones iinfocitarias 
Se realizaron separaciones de linfoci- 

tos T y B en un  pool de 20 donantes, utili- 

Toma de la Muestra zando columnas de fibras de nylon según la 
técnica descrita por Danilov y col. (14). La 

Las muestras de sangre fueron obteni- pureza de los mismos fue verificada con 
das de donantes voluntarios de diferentes anticuerpos monoclonaies por la técnica de 
edades y sexos. suero fue por la inmunofluorescencia indirecta (Monoclona- 
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Tabla 1 
Estudio de la pureza de las poblaciones linfocitarias 

Anticuerpos Población no adherente Población adherente 
lLinfocitos T1 (Liniocitos B) 

*Pool: 20 donantes. 

I(:s COULTER COUNTER: CD19, CD20. dose en incubación por una hora a 37 gra- 
CiD3, CD2 y CDW14, Florida. EE.UU) (Ta- dos centígrados. seguida de 3 lavados, 2 
kla 1) minutos (450g). 

Determinación de la clase y la espe- 
cificidad de los anticuerpos 

Para determinar la clase de inrnuno- 
globulina. nueve sueros fueron tratados con 
2 mercapto ethanol (2ME) para eliminar la 
actividad IgM. 

Se utilizó la prueba de inmunofluores- 
cencia a dos colores descrita por Van Rood 
en 1976 (15). con ciertas modificaciones. 
Los linfocitos T purificados. provenientes de 
sangre de donantes normales, fueron mar- 
cados inicialmente con los anticuerpos mo- 
rioclonales CD4 o CD8 separadamente (téc- 
riica equipo COULTER COUNTER). Una 
suspensión de linfocitos T (0.1 ml) a una 
concentración de 1 x lo6. se incubó (30 min, 
4- grados centígrados) con 100 rnl del anti- 
cuerpo monoclonal. se  lavaron tres veces 
(lavados con PBS. 1% BSA y O, 1% de azida 
cle sodio) y luego se incubaron con 50 rnl de 
conjugado antiinmunoglobulina G fluores- 
c einada (COULTER COUNTER) 20 min a 4 
~;rados centígrados. Posteriormente las cé- 
1 ulas fueron tratadas separadamente con 
0.4 m1 de suero de 2 donantes ViH seropo- 
~~itivos (ambos con lecturas mayores de 2,O) 
durante 30 min, y se les agregó 0.8 m1 del 
c:omplemento de conejo (PEL FREEZ) deján- 

El índice de células muertas fue reve- 
lada con bromuro de etidium 1 /50 (solución 
madre 100mg/ml en EDTA al 5%). en el 
microscopio de fluorescencia (ZEISS con 
sistema de epifiuorescencia). Se observó la 
coloración verde de la fluorescencia dada 
por el complejo ligado al monoclonal anti 
CD8 o anti CD4 en la periferia de las células 
y la coloración naranja de las células muer- 
tas en el núcleo de aquellas que incorpora- 
ron el bromuro de etidium. 

Metodos Estadísticos 
La prueba de x2 fue utilizada para 

determinar la diferencia entre los paráme- 
tros evaluados en este estudio. 

Resultados 

El estudio de los sueros provenientes 
de donantes voluntarios de sangre dio un 
total de 202 sueros ViH seropositivos, lo 
cual representa un 0.093% para 1993 (Ta- 
bla 2). 

El estudio de liniocitotoxicidad de 559 
sueros de donantes voluntarios de sexo 
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Tabla 2 
Incidencia de positividad de anticuerpos Ana-VIH en donantes de sangre del Estado Zulia 

Lapso: 1987 - 1993 

Distrito No. Casos No. Positivos % de Positividad 

Maracaibo 151.164 189 0,086 

Bolívar 1 5 1.823 8 0,0036 

Bolívar Ii 3.946 1 0,0004 

Baralt 3.123 - 

Colón 2.090 2 0,0009 

Sucre 2.593 1 0.0004 

Perijá 4.561 1 0.0004 

El Vigía - - - 

Mara / Páez 1.362 - 

TOTALES 2 17.539 202 0.093 

Tabla 3 
Estudio de anticuerpos linfocitotóxicos en donantes VIH-negativos y VIH-positivos 

Donantes VIH - Seronegativo ViH - Seropositivo 

N LCT+ Yo N LCT+ Yo 

Hombres 52 1 15 2,87% 38 7 18.42% 

Mujeres 38 1 2,63% 19 6 31.57% 

N = Númem de suems. 
LCT = Númern de suems con actividad linftxltotóxica. 

masculino. VIH-sero-negativos y de edades 
comprendidas entre los 18 y 53 años, fue 
positivo en el 2.8% de los casos para los 
hombres y en el 2.63% de los casos para las 
mujeres (Tabla 3). 

De los sueros VIH-seropositivos (57 en 
total), 38 fueron de donantes masculinos y 
19 femeninos. De los masculinos 7 resulta- 
ron con actividad linfocitotóxica (18.42%) y 
de los femeninos 6 mostraron también acti- 
vidad linfocitotóxica (3 1.57%) (Tabla 3). 

Sólo 4 sueros mostraron especificidad 
contra linfocitos T. Un suero proveniente &e 

una  mujer destruyó exclusivamente linfoci- 
tos B. Los sueros restantes, con actividad 
linfocitotóxica detectaron por igual T y B. 

La mayoría de los sueros con actividad 
linfocitotóxica (87,5%) presentaron lecturas 
en ELISA VIH comprendidas entre 1 y 2. En 
el grupo de sueros sin actividad linfocitotó- 
xica la mayoría (9 1.84%) s e  situaron en el 
rango de  lecturas  comprendidas entre 
0.115 y 1. Esta diferencia fue altamente 
significativa (pe0.00 1) (Tabla 4). 

Dos sueros con lecturas ELISA VIH 
mayores de 2 y con especificidad por los 
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Tabla 4 
Actividad linfocitotóxica en sueros VIH positivos según el rango de lecturas 

obtenidas por ELISA 

Actividad linfocitotóxica No. Sueros Rango de positividad Anti-VIH ELISA 
O, 115-1.0 1 ,O-2.0 

?ositiva 13 8,16% 87.5% 

Tabla 5 
Estudio hematológico de la población iinfocitaria en pacientes VIH seropositivos 

No. Edad D .0  Pob. Pob. No. No. No. No. No. Indice 
PAC 

-- 
CD4% CD8% ~ i n f / m m ~  Linf.Tl Linf.Tl1 Linf.T4 Linf.T8 T4/T8 

35 19a. 2.000 19 22 2.197* 1.889 2.057 868 1.001 0,86 

"Con Sintomatología 
t Fallecido 

mfocitos T exclusivamente fueron estudia- 
ljos frente a poblaciones linfocitarias T 
CD4+ y T CD8+, encontrándose una activi- 
dad linfocitotóxica exclusivamente frente a 
, a  población T CD4+. La relación T 
2D4/CD8 en estos dos pacientes fue de 
13,17 y 0.86 (Tabla 5). 

Se trataron 9 sueros con 2-ME y sólo 
2 perdieron s u  actividad linfocitotóxica. 

Discusión 

El estudio de un  alto número de do- 
nantes voluntarios para detectar anticuer- 
pos anti ViH demostró la presencia de 
0.093% de individuos positivos hasta di- 
ciembre de 1993 en el servicio de Inrnuno- 
logía del Banco de Sangre del Instituto He- 
matológico de Occidente del Estado Zuiia, 
Venezuela. 

Revista Científica de la Facultad Experimental 
de  Ciencias, Volume 3 No. 1, January-April1995 



14 Anticuetpos linfocifotóricos en indimduos VIH-seropositims 

La búsqueda de anticuerpos anti linfo- con nuestro resultado en el sentido de que 
citario en los sueros VIH seropositivos reve- estos anticuerpos son capaces de reconocer 
1ó un alto porcentaje de sueros positivos en otras subpoblaciones linfocitarias. 
comparación los vIH negativos en los cuales 
sólo se detectó un 2.8% de linfocitotóxici- 

La correlación observada entre la acti- 

dad. Estos anticuerpos mostraron actividad 
vidad linfocitotóxica en sueros con lecturas 

linfocitotóxica en presencia de complemen- ELISA-VIH mayores de 1 muestra la parti- 

to y a juzgar por el ensayo del 2-ME perte- 
cipación de estas linfocitotoxinas en la evo- 

necen principalmente a la clase IgG. lución de la enfermedad como ha sido suge- 
rido por Kiprov y Klostern en 1984 (8,9). 

Igualmente, dentro del grupo VIH sero- 
positivo la mayoría de los sueros con activi- 
dad linfocitotóxica se situaron dentro del 
rango de lecturas obtenida por inmunoen- 
sayo enzimático (ABBO'IT-ELISA VIH) entre 
1 y 2, indicando la existencia de una corre- 
lación entre estos dos parámetros. 

Aun cuando la mayoría de los sueros 
con actividad linfocitotóxica reconocieron 
por igual linfocitos T y B, aquellos que mos- 
traron especificidad por la población linfo- 

Este modelo de autoinmunidad ha sido 
propuesto para otras patologías especial- 
mente en Lupus Eritematoso Sistémico, 
donde han sido relacionados los anticuer- 
pos linfocitotóxicos con los estadíos de acti- 
vidad de la enfermedad (3.5). No pueden 
descartarse que en el SIDA los anticuerpos 
linfocitotóxicos pueden intervenir en la lin- 
fopenia anti T-CD4 producto de una defen- 
sa  antiviral que repercute en la destrucción 
del sistema inmune ( 17.10,l 1). 

citaria T detectaron exclusivamente la sub- 
población TCD4+. El único suero específico En nuestro estudio hemos demostrado 

contra linfocitos B provino de iin paciente que la actividad linfocitotóxica no está diri- 

femenino. gida exclusivamente contra la población 
CD4, sino que también se encuentran anti- 

Los anticuerpos linfocitotóxicos de- 
pendientes de complemento hari sido des- 
critos en más del 90% de pacientes VIH 
seropositivos (8,9). Estos anticuerpos se  re- 
portan principalmente como perteneciendo 
a la clase IgG (16). Sin embargo en 2 de los 
casos estudiados la actividad linfocitotóxica 
fue inhibida por el tratamiento del 2-ME 
sugeriendo la presencia además de anti- 
cuerpos de la clase IgM. 

cuerpos contra linfocitos B. Sin embargo. 
dos sueros estudiados por la prueba de 
inmunofluorescencia a dos colores mues- 
tran una especificidad anti CD4 exclusiva- 
mente. Esto. ligado al hecho de que el virus 
VIH posee un tropismo especial para los 
linfocitos CD4 y que la destrucción de los 
mismos conlleva a la marcada deficiencia de 
la inmunidad celular en los pacientes. hace 
pensar que los anticuerpos 1infocitotÓxicos 
pudiesen jugar un papel importante en la 

El mayor porcentaje de linfocitotoxici- fisiopatogenia de la enfermedad, como ha 
dad se observó en mujeres VIH seropositi- sido sugefido por Kiprov y Klosten en 1984 
vas, el mismo duplicó las cifras obtenidas (8,g1, y por Sihiestils y colaboradores en 
en hombres del mismo grupo. Estas cifras 1994 (1 l). 
pueden indicar que los anticuerpos obser- 
vados en mujeres vayan dirigidos además En conclusión podemos decir que los 
contra antígenos de histocompatibilidad ( 1). anticuerpos linfocitotóxicos se encuentra 

en mayor porcentaje en los individuos ViH 
La especificidad de los anticuerpos Un- positivos que en los donantes de sangre 

focitotóxicos en sueros de pacientes VIH La presencia de anticuerpos ün- 
seropositivos con sintomatologia de SIDA focitotóxicos está asociada con lecturas su- 
ha sido descrita contra población T CD4 periores a en el ensayo VIH ELISA en 
"preferencialmente" (8). lo cual coinciden 

- - - - - - - - - 
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2quellos individuos seropositivos. pudiendo 
utilizarse este parámetro como valor pro- 
nóstico en u n  estudio donde s e  tomen en 
suenta, además,  u n  conjunto de  síntomas 
asociados al SIDA. 
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