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Resumo

Um painel de atividade NK nos indivíduos normais de nossa população foi obtido através da
realização de 221 ensaios em 40 indivíduos, sendo 26 do sexo masculino e 14 do sexo feminino;
um padrão próprio de atividade NK para as pessoas testadas com maior freqüência foi encontra
do, apesar da grande variabilidade intra-individual. Não foi encontrada diferença significativa en
tre a atividade NK de homens e mulheres e entre as diversas faixas etárias, sendo a literatura con
troversa em relação a esses parâmetros. Apesar do pequeno número de indivíduos testados, nos
sos dados coincidem com os obtidos de populações norte-americanas. A semelhança dos resul
tados apresentados pode decorrer do fato de a maioria de nossa amostra ser extraída de um pa
drão sócio-econômico elevado, não apresentando problemas de desnutrição, embora envolvesse
pessoas de diferentes origens étnicas.

Unitermos: atividade NK: população normal

ças em que a atividade N K, apesar de não totalmente
ausente, pode estar significativamente abaixo do nor
mal. É o que parece ocorrer em algumas neoplasias e
certas doenças parasitárias e infecto-contagio-
33312,13,14,15. Ror outro lado não são detectadas somen

te patologias que tendem a diminuir a atividade. Há vi
roses que sabidamente elevam a mesmai6 e, em rela
ção a doenças parasitárias e infecto-contagiosas sa
be-se que a atividade NK pode encontrar-se aumenta
da, diminuída ou mesmo inalterada dependendo do
agente causador ou estágio da doença4,i7,i8,i9.

È possível que nos seres humanos normais a ativi
dade NK seja modulada in vivo por uma série de parâ
metros intrínsecos, tais como fatores genéticos e ou
tras características como o sexo e a idade do indivíduo
estudado. Já foram realizados estudos em populações
norte-americanas20,2i,22 com níveis sócio-econômicos

elevados, condições nutricionais bem diferentes das
nossas e exposições a antígenos também diversos. Al
guns desses fatores, como por exemplo o nutricional,
já foram estudados de forma experimental23,24^ e, nes
ses casos, a desnutrição diminuiu a atividade NK. Cer
tos hábitos sociais, como o fumo e o consumo eleva
do de álcool, também parecem modular essa ativida
de no homem25,26,27,

Como não existia um parâmetro de medida da ati
vidade NK na população brasileira, investigamos os ní-

Introducão

Há cerca de 15 anos, durante estudos de citotoxici-
dade celular específica mediada por linfócitos contra
células tumorais, verificou-se que linfócitos de indiví
duos normais eram capazes de destruir essas células
tumorais, apresentando uma citotoxicidade igual ou até
maior do que a de indivíduos dos quais as linhagens
tumorais haviam sido extraídasL Esta citotoxicidade

natural passou a ser chamada de atividade "natural kil-
ler" ou atividade NK2,

A continuação dos estudos acerca dessa atividade
demonstrou que ela não agia somente contra linhagens
de células tumorais, mas também contra células mo
dificadas por certas infecções; esta3,4 e outras
evidênciasCe ligaram a citotoxicidade NK a um papel

fundamental na vigilância imunológica. Além desse pa
pel, foram associados a esta atividade os controles da
formação de anticorpos^.s e da hematopoiese^JO^ o
que implicaria em um envolvimento da atividade NK
no controle celular em geral.

Não são apenas evidências experimentais que apon
tam para uma relevância/n v/Vo da atividade NK; a sín-
drome de Chediak-Higashi, doença cromossômica que
determina, entre outros defeitos, a falta quase que ab
soluta de atividade NK” está associada a uma alta in
cidência de doenças linfoproliferativas. Há outras doen-
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veis da mesma em um grupo de indivíduos, concen-
trando-nos em voluntários saudáveis, a maioria de nos
so laboratório, na faixa etária entre 20 e 40 anos.

Ensaio NK

A atividade NK foi determinada através da medida
de liberação de 5iCrdas células-alvo marcadas. Célu
las efetoras foram misturadas, em placas de 96 poços,
de fundo chato ou em V, em diversas proporções (100:1,
50:1,25:1,12,5:1,6,25:1,3,12:1 e 1,06:1) com 5 x 103 cé
lulas-alvo marcadas. A mistura foi feita sempre em meio
completo e o volume final em cada poço foi 200jnl. Es
ta foi deixada incubando por4 horas, a 37°C, numa at
mosfera de 5% de C02; ao final desse tempo 100/il do
sobrenadante foram recolhidos e contados num con
tador gama.
A lise é proporcional às contagens, segundo a fór

mula:

Materiais e métodos

Reagentes

Meio RPM1 1640 (SIGMA) foi suplementado com 5
X 10-5M de /3-mercaptoetanol, 2mM de glutamina,
25mM de tampão hepes, 60mg/l de penicilina e
lOOmg/l de estreptomicina.

Soro fetal bovino (CUTILAB, Campinas) foi adicio
nado na concentração de 5 % ao meio descrito acima,
que foi então chamado de meio completo.

Ficoll-Hipaque foi preparado com 5,9g/100ml de Fi-
coll (SIGMA) e 9g/100ml de Hipaque (CEME) para a
densidade de 1,077.

Salina tamponadacom fosfato (PBS) foi utilizada pa
ra lavagem de células.

Fungizona (SQUIBB) foi diluída a 25mg/ml em meio
de cultura, aliquotada, estocada a -20°C e diluída 100
vezes para ser adicionada ao meio completo quando
este foi utilizado para a passagem de células.

siCrdPEN), com atividade específica de aproxima
damente 1500Bq/ml de Cr, diluído em salina sob a for
ma de Na2 5iCr04.

c.p.m.experimental-c.p.m.liberação espontânea
% lise = X 100

c.p.m. total-c.p.m. liberação espontânea

O total foi obtido pela medida de 5iCr da mesma
quantidade de células-alvo que foi colocada em cada
poço. A liberação espontânea foi recolhida ao final dos
experimentos, de poços aonde haviam sido colocadas
células-alvo com meio completo ao invés de células efe
toras, e geralmente não excedeu 15% do total.

Cada ponto experimental foi feito em duplicata, cor
respondendo os resultados apresentados à média das
mesmas.

Células efetoras

Resultados

Distribuição da atividade NK nos ensaios
Sangue heparinizado foi obtido através de punção

venosa. A retirada do sangue, na maior parte das ve
zes, foi feita na manhã do experimento. Algumas ve
zes, no entanto, esta foi feita no dia anterior, tendo si
do o sangue guardado a 4°C, não havendo diferença
no resultado final. O sangue foi então diluído pela me
tade com PBS e colocado em cima de uma camada de

Ficoll-Flipaque, na proporção de4 de Ficoll-Flipaque pa
ra 5 de sangue diluído. Após centrifugação por 20 mi
nutos a 400g, o anel de mononucleares totais foi cole
tado com uma pipeta Pasteur e lavado duas vezes em
PBS. As células foram então novamente suspensas a
5x106 cels/ml em meio completo e empregadas como
efetoras no ensaio NK. Este tipo de células, neste tra
balho, será denominado células mononucleares totais.

A Figura 1 mostra a distribuição da atividade NK em
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A linhagem eritroleucêmica K562 foi mantida em
meio completo, ao qual era adicionado 0,25/íg/ml de
fungizona. O repique das mesmas foi feito duas vezes
por semana, e, no dia anterior ao experimento, o volu
me destas células era dobrado com meio completo. Es
tas foram mantidas a 37°C, numa atmosfera com 5%
de CO2.
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Figura 1 — Distribuição da atividade NK nos ensaios de 4
horas de duração.

Células mononucleares totais de 40 indivíduos foram

testadas de 1 a 46 vezes contra a célula-alvo K562 na razão

efetora: alvo de 50:1.
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221 ensaios de indivíduos sadios, na razão efetora; al
vo de 50:1. Esta razão foi escolhida porque, muitas ve
zes, os indivíduos na razão de 100:1 apresentavam uma
queda de citotoxicidade, fato esse também encontra
do por outros pesquisadores e não bem compreendi
do. De agora em diante, os dados de atividade NK se
rão sempre apresentados nesta razão, a menos que es
pecificado de outra maneira.
A média destes ensaios foi de 23% e se aproxima

bastante da mediana, que foi 19%. A distribuição des
tes ensaios, no entanto, não segue uma distribuição nor
mal já que estes se concentram muito para a esquer-

Estes ensaios representam 40 indivíduos, de ambos
os sexos, testados de 1 a 46 vezes, cobrindo um perío
do de testes de 3 anos.

da.

que a distribuição da atividade NK nos ensaios está re
fletindo realmente a distribuição encontrada na popu
lação estudada.
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MEDIANA = 18.5%
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Para impedir que a distribuição acima, em vez de ca
racterizara distribuição da atividade NK na população
estudada, estivesse refletindo na realidade a atividade
dos indivíduos testados um número maior de vezes, to
mou-se a mediana dos ensaios de todos os indivíduos
testados, de modo que cada indivíduo contribuísse ape
nas com um valor, e os resultados foram colocados em
um gráfico (Figura 2).
A distribuição encontrada foi muito semelhante, com

média de 23% e mediana de 18,5%, parecendo então

% CITOTOXICIDADE

Figura 2
normais em ensaios de 4 horas de duração.

Células mononucleares totais de 40 indivíduos foram
testadas de 1 a 46 vezes contra a célula-alvo K562 na razão
efetora: alvo de 50:1. A mediana desses dados foi calculada

para cada indivíduo e utilizada como dado representativo de
sua atividade NK.

Distribuição da atividade NK nos indivíduos
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Figura 3 — Variação individual da atividade NK em ensaios de 4 horas de duração. Células mononucleares totais de 8 indivíduos
diferentes foram testadas em vários ensaios contra a célula alvo K562, na razão efetora: alvo de 50:1. As letras representam iniciais dos
vários doadores, os 5 primeiros sendo do sexo masculino e os 4 restantes do sexo feminino; n representa o número de ensaios e a
mediana está indicada pela linha horizontal.
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tempo, alguns sempre tendem a apresentar uma cito-
toxicidade maior que outros e vice-versa.

Variação individual

A Figura 3 mostra os resultados obtidos quando os
mesmos indivíduos foram testados repetidamente em
dias diferentes. Como pode ser verificado, a variabili
dade intra-individuai é muito grande, tanto nos indiví
duos de sexo feminino quanto nos de sexo masculino.
Porém esse fato não exclui a presença de fatores hor
monais, entre outros, que possam estar influenciando
essa variabilidade.

É importante ressaltar que dentro dessa enorme va
riabilidade, a atividade NK relativa parece se manter, isto
é, quando os vários indivíduos são testados ao mesmo

Influência do sexo na atividade NK

As Figuras 4 e 5 mostram os resultados obtidos quan
do foi comparada a atividade NK em ensaios e indiví-
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Figura 5 — Distribuição, separada de acordo com o sexo do
doador, da atividade NK de vários individuos em ensaios de 4
horas de duração.

Células mononucleares totais de 26 homens e 14 mulheres
foram testadas de 1 a 46 vezes contra a célula alvo K562 na

razão efetora: alvo de 50;1. A mediana desses dados foi
calculada para cada indivíduo e utilizada como dado
representativo de sua atividade NK, tanto no caso dos homens
(Fig. 9a) quanto das mulheres (Fig. 9b).

Comparando-se estes dados de atividade NK relativos às
medianas dos ensaios dos homens e das mulheres, não há

diferença significatica entre os mesmos, sendo P  > 0,05 (teste
da soma das ordens de Wilcoxon).
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Distribuição separada de acordo com o sexo doFigura 4
doador, da atividade NK em ensaios de 4 horas de duração.

Células mononucleares totais de 26 homens (Figura 8a) e 14
mulheres (Fig. 8b) foram testadas de 1 a 46 vezes contra a
célula-alvo K562 na razão efetora: alvo de 50:1.

Comparando-se estes dados de atividade NK relativos aos
ensaios dos homens e das mulheres, não há diferença
significativa entre os mesmos, sendo P> 0,05 (teste da soma
das ordens de Wilcoxon).
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duos dos dois sexos. Foram feitos 114 ensaios em 24
indivíduos do sexo masculino, e 107 ensaios em 16 in
divíduos do sexo feminino.

Comparando os gráficos de distribuição dessa ati
vidade nos homens e nas mulheres, principalmente no
dos ensaios e levando-se em consideração as diferen
tes medianas, pode parecer, à primeira vista, que os in
divíduos de sexo masculino têm atividade NK mais al
ta que os de sexo feminino. Contudo, não existe dife
rença significativa entre os dois sexos.

Discussão

Num dos maiores estudos realizados na literatura,
cobrindo 539 indivíduos sadios22, Pross e Baines ve
rificaram que a atividade NK não variava com grupo san-
güíneoABOou Rh, ou com o H LA. No entanto, outros
autores encontraram diferenças nesta atividade citotó-
xica em relação a estes dois últimos parâmetros28,29.
No nosso estudo, estes mesmos parâmetros não foram
levados em consideração, mas nele incluímos indiví
duos de diferentes origens étnicas, com diversos graus
de miscigenação. O fator racial foi estudado por outros
grupos30.3L Hellstrom ecol.^o encontraram uma maior
citotoxicidade em linfócitos de indivíduos sadios de ra
ça negra em relação aos de raça branca contra uma li
nhagem de melanoma. No entanto, Oldham e col.3i,
testando a atividade citotóxica de linfócitos de indiví

duos normais contra várias linhagens, incluindo uma
de melanoma, não verificaram diferença de reativida-

Influência da idade na atividade NK

A Figura 6 mostra os resultados obtidos quando fo
ram testados indivíduos na faixa etária de 21 a 30 anos,
31 a 40,41 a 50, e de mais de 50 anos. Apesar do pe
queno número de indivíduos mais idosos testados, não
foi detectada nenhuma diferença significativa entre a
atividade NK nas várias faixas etárias.
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Figura 6 — Distribuição, separada de
acordo com a idade do doador, da
atividade NK de vários indivíduos em
ensaios de 4 horas de duração.

Células mononucleares totais de 49
indivíduos foram testadas de 1 a 46
vezes contra a célula alvo K562 na razão

efetora: alvo de 50:1. A mediana desses
dados foi calculada para cada indivíduo e
utilizada como dado representativo de sua
atividade NK. n representa o número de
indivíduos e a mediana de cada faixa etária

está indicada pela linha horizontal.

Comparando-se estes dados de
atividade NK relativos às medianas dos

ensaios dos indivíduos das diversas

faixas etárias, não há diferença
significativa entre os mesmos, sendo P>
0,05 (teste de KruskaI-WaIlis).
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encontraram tal correlação. 0 fato de a maioria de nos
sos controles normais trabalharem em laboratórios não
nos possibilita qualquer afirmação a este respeito.
Em regra geral, os níveis dé atividade NK encontra

dos variam muito de laboratório para laboratório. Isto
pode ser explicado por diferenças em técnicas, sensi
bilidade da célula-alvo (uma mesma linhagem pode va
riarem sensibilidade de dia para dia) e pela própria ma
neira de expressar os dados, não se tendo ainda obti
do um consenso sobre a maneira mais representativa
de apresentação dos mesmos.
A variabilidade do ensaio chega a tal ponto que um

mesmo indivíduo pode variar amplamente em sua ati
vidade NK, quando testado em diferentes dias no mes
mo Iaboratório22,40^ o que foi igualmente por nós en
contrado, embora tal variação não tenha sido descrita
por outros autores20. No entanto, apesar de poder exis
tir essa variação intra-individual, a atividade NK se man
tém, istoé, um indivíduo com atividade NK relativa al
ta quase sempre apresentará uma citotoxicidade ab
soluta maior do que outro com atividade NK relativa bai
xa, quando os dois forem testados no mesmo ensaio.
Já foi até proposto um método de expressão dos da
dos em termos de atividade’.NK relativa22.

Apesar das dificuldades de comparação e do fato
de nosso estudo haver coberto somente 40 indivíduos

testados de 1 a 46 vezes, acreditamos que os dados ob
tidos espelham razoavelmente o espectro da reativida-
de NK de indivíduos normais de nossa população, o que
não parece diferir de maneira grosseira do que foi des
crito na literatura. Isto talvez porque os indivíduos tes
tados são, em geral, membro.ç,de uma classe sócio-eco-
nômica mais homogênea e elevada, onde a desnutri
ção não é um problema.

de entre as diversas raças. A nossa mostra, por ser re-
lativamente pequena, não nos permite qualquer afir
mação a esse respeito.
Nos seres humanos a atividade NK já é detectável

nos récem-nascidos, embora a maioria dos autores con
corde que, nesses, a atividade NK é bem menor do que
nos adultos2'i.22,32, Esta citotoxicidade parece aumen
tar durante um período da vida que ainda não se en
contra bem estabelecido, havendo discordância entre
os diversos autores. No entanto, uma vez atingidos os
níveis adultos, estes não tendem a cair permanecen
do, segundo alguns autores, inalterados20.2i,3i_  e se
gundo outros22.32,33, tendendo mesmo a sofrer com a
idade um pequeno, mas significativo aumento. Nossos
resultados34se encaixam bem com a literatura. Embo

ra a atividade NK em crianças normais não tenha sido
testada e a grande maioria da nossa amostra tenha se
concentrado na faixa de 20 a 40 anos, não encontramos

nenhuma diminuição com a idade, apesar de nossa
amostra acima de 50 anos ter sido muito pequena. Pa
rece, então, que nos seres humanos a manutenção da
atividade NK com a idade destrói a racionalização de
que o aumento de tumores e doenças infecciosas na
velhice possa ser resultado de uma atividade citotóxi-
ca natural deficiente22.

Em nosso trabalho, não detectamos diferença sig
nificativa entre a atividade NK de homens e mulheres,

0 que está de acordo com parte da Iiteratura20,28,35, po-
rém certos autores22,29,32 detectaram uma atividade

maior nos indivíduos de sexo masculino do que nos de
sexo feminino. Embora essa diferença entre homens e
mulheres tenha sido encontrada em diversas faixas
etárias22,32_ foi sugerido por alguns dos autores que a
encontraram32, que fatores hormonais pudessem ter

alguma influência na atividade NK. Alguns autores não
encontraram variação na atividade NK durante o ciclo
menstrual36, porém outros a encontraram37,38. Num
estudo mais detalhado37, verificou-se uma queda
abrupta nesta atividade por volta do período ovulató-
rio, queda esta não encontrada em mulheres usando
anticoncepcionais orais. A falta de correlação encon
trada pelos mesmos autores entre níveis de estrogê-
nio individuais e atividade NK e o achado de que  o hor
mônio luteínico em concentrações encontradas in vi
vo durante o período ovulatório é capaz de diminuir in
vitro esta citotoxicidade, além de diminuição desta ati
vidade citotóxica relatada durante a gravidez39, levou
à sugestão37 de que outros hormônios poderiam es
tar envolvidos na modulação da atividade NK.

Um outro fator que talvez possa influenciar a ativi
dade NK em estudos de populações é o fato de os doa
dores das células efetoras trabalharem ou não em la

boratórios. Há autores que demonstraram uma ativida
de citotóxica natural mais elevada em indivíduos que
trabalham nestes ambientesh porém outrossi já não

Summary

A spectrum ofNK activity in our normal population
was obtalned by performing 221 essays in 40 normal
individuais (26 males and 14 females). These subjects
were tested from once to 46 times. A pattern of NK ac
tivity was found foreach of the subjects that were more
frequentiy tested, in spite ofthe great intraindividual
variability found among them. Nosignificantdifference
in NK activity could be seen hetween men and wom-
en and among the variousagè groups tested. Despite
the relatively small numberpf subjects employed, our
data are in agreement with those obtained from North-
American populations. Thiscoincidencemaystem from
the fact thatoursample was drawn from a homogene-
ous social-economic grõup, relatively well-off, where
undernourishment is not a problem, even though it
presented a mixed ethnical composition.

Uniterms: natural killer activity; normal population
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