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RESUMEN

La produccion de IgE especifica contra alerge-
nos ocupacionales conduce al desencadenamiento
de sintomas tras su exposicion y es una de las
manifestaciones mas conocidas es el asma ocupa-
cional por hipersensibilidad. Un correcto diagnos-
tico, a poder ser precoz en el tiempo, evita la
progresion de la enfermedad, por lo que es en la
actualidad considerado como el mejor recurso
terapéutico.

El objetivo del presente trabajo es estudiar la
activacion de basofilos especifica de alergeno
mediante citometria de flujo en el diagnostico del
asma ocupacional y determinar el efecto de dife-
rentes variables del ensayo. El método se basa en
la deteccion de un aumento en la expresion del
antigeno CD63 en la membrana plasmatica de los
baséfilos activados. En primer lugar se valoré el
efecto de la interleucina-3 y del almacenamiento
de la muestra en la activacion de los basoéfilos por
anti-IgE. Posteriormente se estudio la activacion
con alergenos ocupacionales. Los resultados obte-
nidos muestran que la interleucina-3 potencia la
activacion de basoéfilos y que la activacion especi-
fica alergeno se mantiene al menos hasta 24 horas
después de la extraccion de la muestra. Por lo
tanto se puede concluir que el estudio de la activa-
cion de basofilos es factible en presencia de inter-
leucina-3 transcurridas 24 horas desde la
extraccion de la muestra, lo que hace posible el
envio de muestras a centros de referencia y por lo
tanto su aplicacion en el medio laboral.
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ABSTRACT

Specific IgE production against occupational
allergens causes symptoms after allergen challen-
ge and it is an outstanding manifestation in occu-
pational asthma. Nowadays, an early and accurate
diagnosis is considered the best therapeutic
resource. The aim of this work was to study by
flow cytometry the allergen specific basophil acti-
vation in occupational asthma and to determine
the effect of several variables in the assay. The
method is based on the detection of the up-regu-
lation of CD63 in the plasmatic membrane of
basophils. Effect of IL-3 and elapsed time before
performing assay were evaluated. The results sho-
wed that IL-3 enhanced basophil activation and
the specific activation was maintained for at least.
24 hours. According to these results, the basophil
activation test can be performed 24 hours after
sample withdrawal in the presence of IL-3. This
would allow the shipment of samples to a referen-
ce center to be analyzed and thereby this metho-
dology could be useful in occupational medicine
settings.
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INTRODUCCION

La exposicion en el ambito laboral a numerosos
antigenos conduce con frecuencia a la puesta en
marcha de una respuesta del sistema inmune contra
estas moléculas. Dentro de las variadas respuestas
inmunes que provocan los diferentes antigenos cabe
destacar la mediada por IgE, conocida también como
respuesta de hipersensibilidad inmediata o alérgica.
La produccion de IgE especifica contra alergenos a
los cuales esta expuesto el trabajador en su medio
laboral conduce al desencadenamiento de sintomas
tras su exposicion y una de las manifestaciones
mas conocidas es el asma ocupacional por hipersen-
sibilidad.

El numero de alergenos responsables de la pro-
duccion de asma ocupacional es alto y constante-
mente se describen nuevos productos sensibilizantes
(1-4), lo que hace sospechar que este listado se
ampliara enormemente en un futuro por lo que el
diagndstico se complica a medida que los posibles
agentes inductores aumentan. Sin embargo un
correcto diagndstico, a poder ser precoz en el tiem-
po, evita la progresion de la enfermedad (5), por lo
que es en la actualidad considerado como el mejor
recurso terapéutico.

La existencia de una sensibilizacion a un alerge-
no se explora en la practica habitual mediante el
método de puntura (prick test) que mide la respues-
ta cutanea en los primeros 20 minutos tras la
microinyeccion de un alergeno y la liberacion de
mediadores inflamatorios que se produce por des-
granulacion de mastocitos. Aunque la demostracion
de la existencia de IgE especifica unida a la mem-
brana de mastocitos cutdneos mediante la realiza-
cion de prick tests es un método rapido de
diagndstico in vivo requiere por su inespecificidad a
menudo de métodos complementarios como la
determinacion de IgE especifica en el suero de los
pacientes. Sin embargo, con mucha frecuencia los
alergenos laborales carecen de alternativas comer-
ciales para su diagndstico, lo que imposibilita la
medicion de anticuerpos especificos en estos casos.

La citometria de flujo es una potente herramien-
ta en el analisis de poblaciones celulares para anali-
zar parametros fenotipicos y funcionales a escala
unicelular y, ya que permite procesar un gran nume-
ro de células de forma facil y rapida, es la técnica
ideal en el estudio de poblaciones celulares de baja
frecuencia, como es el caso de los basoéfilos de san-
gre periférica. Recientemente ha sido descrita la
aplicacion de la activacion de basofilos mediante
citometria de flujo para el estudio de numerosos
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alergenos (6-16), por lo que podria resultar una alter-
nativa valida para el diagnostico de asma ocupacio-
nal, pero siempre se ha realizado usando muestras de
sangre periférica recién extraidas. El empleo de
muestras mantenidas hasta 24 horas posibilitaria el
envio de muestras hasta un laboratorio de referencia
mediante su envio por correo urgente. El presente
trabajo estudia la posibilidad de esta alternativa asi
como el empleo de IL-3 como agente potenciador de
la respuesta de los basofilos.

MATERIALES Y METODOS
Test de activacion de basdfilos

Se realiz6 el test de activacion de basofilos con
muestras de sangre heparinizada en las tres horas
siguientes a la extraccion. Se incubaron 100 ul de las
muestras durante 15 minutos a 37 °C con 20 ul de un
tampon de estimulacion con/sin IL-3 (60 ng/ml,
Pharmingen, BD Biosciences, Erembodegem, Bélgi-
ca), y se realizo una curva de concentracion de anti-
Ig (1, 0,1 y 0,01 pg/ml; Pharmingen). Como
control negativo del ensayo, se incubd la muestra de
sangre sin anti-IgE. Tras la incubacion, la activacion
de los basofilos se detuvo afiadiendo 10 ul de EDTA
20 mM durante 5 minutos a temperatura ambiente.

Para analizar la activacion de los basofilos, las
células se tifieron con 20 ul de la mezcla de anti-
cuerpos monoclonales conjugados con fluorocromos
CD63-FITC/CD123-PE/HLA-DR-PerCP (BD Bios-
ciences) durante 20 minutos en oscuridad. Después
las muestras se incubaron con 2 ml de una solucion
lisante (FACS Lysing solution, BD) durante 15
minutos en oscuridad. Tras una centrifugacion a 300
g durante 5 minutos y lavado de las células con PBS,
éstas se resuspendieron con 300 ul de paraformal-
dehido 1% y las muestras se adquirieron en un cito-
metro de flujo FACScan (BD Biosciences).

Para analizar el porcentaje de las células activa-
das, la poblacion de los basoéfilos se selecciond usan-
do la dispersion lateral (SSC) y el CD123 para
eliminar la mayor parte de los restos celulares y
seleccionar las células CD123+. Se analizaron al
menos 500 células CD123+. Luego, las células
seleccionadas de este modo se representaron en un
grafico de puntos de CD123/HLA-DR para eliminar
las células HLA-DR+. Posteriormente, se detectd la
expresion de CD63 en los basofilos CD123+ HLA-
DR . El porcentaje de basdfilos activados se calculd
restando la expresion espontanea de CD63 (control
negativo) de la obtenida con la estimulacion con
anti-IgE.
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Para el estudio de la activacion de basofilos al dia
siguiente (dia 1) de la extraccion de la muestra, se
mantuvo la sangre a 4°C y se sigui6 el protocolo
anteriormente descrito.

Alternativamente, en algunas muestras se estudio
la activacion de los basofilos utilizando como mar-
cador el CD203¢ como se ha descrito anteriormente

(17).
Estadistica

El analisis estadistico se realizd con el software
SPSS 10.0 (Chicago, IL). El tipo de distribucion de
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la variable porcentaje de baséfilos activados se eva-
lué con el test Shapiro-Wilk y se describe por su
mediana y rango intercuartil. Las comparaciones se
realizaron con el test U Mann-Whitney y la correla-
cion bivariable con el test de rangos de Spearman.

RESULTADOS

En la figura 1 se muestra la estrategia de selec-
cion y andlisis de los basofilos en sangre periférica
total. La poblacion de basoéfilos se selecciona de
acuerdo a su fenotipo CD123+HLA-DR 'y los baso-
filos activados se identifican por el incremento en la
expresion de CD63.

Figura 1. Andlisis de la activacion de basdfilos por citometriade flujo. A,B muestra la estrategia de seleccion
de la poblacion de basdfilos. En primer lugar, los basofilos se seleccionan como una poblacion celular con
baja dispersion lateral (SSC) y alta expresion de CDI123 (A, R1). Después, los basdfilos se seleccionan como
células HLA-DR (B, R2). C: caso representativo de un control negativo. D: caso representativo de activacion
de basofilos con 1 ug/ml de anti-IgE.
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El estimulo utilizado en el ensayo es un anticuer-
po monoclonal anti-IgE humana que mimetizaria la
activacion in vivo del basoéfilo por un alergeno, ya
que en ambos casos los basofilos se activan por la
IgE unida a su receptor de membrana. Se observo
una respuesta de activacion de los basofilos que es
dependiente de la curva de concentracion del anti-
cuerpo monoclonal anti-IgE, tanto si se realizaba el
ensayo con la sangre procesada en el mismo dia de
la extraccion (dia 0) como tras ser almacenada 18
horas a 4°C (dia 1; fig. 2). Asi mismo, el mismo tipo
de curva dosis-respuesta se observo cuando el ensa-
yo se realizé con IL-3 (fig.2 A) o en ausencia de IL-
3 (fig. 2 B).

Se observd una excelente correlacion al compa-
rar el porcentaje de basoéfilos activados en presencia
de IL-3 y realizado el ensayo el dia 0, con el por-
centaje obtenido en presencia también de 1L-3 pero
realizando el test el dia 1. Los coeficientes de corre-
lacién fueron r= 0,87 (p<0,001), r=0,89 (p<0,001)
y r=0,90 (p< 0,001) utilizando 1, 0,1 y 0,001 ug/ml
de anticuerpo monoclonal anti-IgE respectivamente,
lo que indica que almacenar las muestras a 4°C no
afecta la proporcionalidad de la respuesta ante un
estimulo especifico. Sin embargo, los porcentajes
obtenidos cuando se realizé la prueba el dia 0 eran

superiores a los registrados el dia 1 en presencia de
IL-3 y cuando se activd con 1y 0,1 pg/ml de anti-
IgE (fig. 2 A; p<0,05). No se observaron diferencias
significativas al comparar los porcentajes de basofi-
los activados en ausencia de 1L-3 (fig. 2 B).

Se observd un mayor porcentaje de basofilos
activados en presencia de IL-3 realizando el ensayo
el dia 1 al compararlo con el obtenido en ausencia de
IL-3 el dia 0, utilizando 1 pug/ml de anti-IgE (fig. 3;
p<0,05).

Para estudiar el efecto de la conservacion de las
muestras a 4°C durante 18h sobre la activacion de
los basofilos especifica de alergenos, se incub6 una
muestra de un individuo sensibilizado a dos enzimas
de uso industrial, xilanasa y glucanasa. La incuba-
cion se realizo en presencia de 1L-3 con tres dilucio-
nes (1/10, 1/100 y 1/1000) de los alergenos. Los
basofilos se activaron con las tres diluciones de los
dos alergenos y la activacion no era afectada por la
conservacion de la muestra a 4°C (fig.4) .

El ensayo de activacion de basofilos utilizando
como marcador el CD203c¢ no aport6 ventajas en el
analisis (resultados no mostrados).

Figura 2. Comparacion de los resultados obtenidos de la activacion de basdfilos en el dia 0y el dia 1. Se

muestra el efecto dosis-respuesta de anti-IgE en la activacion de basofilos el dia 0 (caja blanca) y el dia 1

(caja gris) en presencia (panel A) y ausencia de IL-3 (panel B). Los grdficos de caja muestran la mediana
(linea horizontal) y rango intercuartil. * p<0,05 dia 0 versus dia 1.
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Figura 3. Comparacion de los resultados obtenidos de la activacion de basdfilos el dia 0 sin IL-3
(caja blanca) y el dia 1 con IL-3 (caja gris). Los grdficos de caja muestran la mediana (linea horizontal)
y rango intercuartil. * p< 0,05 dia 0 versus dia 1.
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DISCUSION

El presente trabajo pretendia comprobar la apli-
cabilidad del método de la activacion de basofilos en
el estudio de la patologia ocupacional por hipersen-
sibilidad. Una de las primeras interrogantes era el
porcentaje de sujetos en los que la técnica puede ser
aplicada. En efecto, al tratarse de un test que utiliza
células vivas, su uso puede quedar restringido por
diferentes medicaciones, muchas de ellas como
antihistaminicos o sedantes tomadas inadvertida-
mente por los pacientes. Resultados previos de nues-
tro laboratorio, muestran que, en poblacion de
pacientes no seleccionados, el método es aplicable
en el 91% de los individuos estudiados (n = 113)

Otro aspecto de gran importancia era el estudio
del tiempo maximo en el que las muestras de sangre
son analizables tras la extraccion. Dado que la cito-
metria de flujo es una técnica que requiere aparataje
sofisticado, es obligado que las muestras sean envia-
das a un laboratorio de referencia. Hasta el momen-
to los estudios de activacion de basoéfilos se han
realizado en las primeras cuatro horas tras la extrac-
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cion con el fin de analizar la respuesta de las células
recién extraidas. En patologia laboral, por el contra-
rio, seria muy util que el estudio de estas muestras
fuera posible realizarlo por lo menos en las primeras
24 horas, lo que permitiria enviar las muestras por
mensajeria y haria posible el estudio de colectivos
situados a distancia del centro receptor. El presente
estudio ha demostrado que el uso de IL-3 como
agente estimulador permite el empleo de sangre con-
servada por lo menos 24 horas. Otro aspecto a tener
en cuenta es que, al ser una técnica cuya duracion es
menor a 2h 30 minutos, los resultados pueden estar
disponibles en el centro remitente el mismo dia de la
realizacion de la técnica.

Estos dos aspectos permiten concluir que la
medida de la activacion de basofilos mediante cito-
metria de flujo es utilizable como medio diagndstico
de aplicacion real en el ambiente laboral, por lo que
los estudios actuales de nuestro grupo se dirigen a
analizar las prestaciones de este método en el
diagnostico de la patologia ocupacional frente a
diversos alergenos laborales.
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Figura 4. Efecto de la conservacion a 4°C en la activacion de basdfilos especifica de alergenos. Se muestran
los resultados de la activacion de basdfilos con tres diluciones de xilanasa y glucanasa obtenidos el dia 0 y
dia 1. El numero del interior del grdfico representa el porcentaje de basofilos activados con cada dilucion.
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