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INTRODUCCION 

Los linfocitos son células heterogéneas, que participan en forma 
esencial en la respuesta inmune y se agrupan en dos el ases 
principales: células T y células B. 
Las células precursoras de las células T, se originan en la médula 
ósea, siendo necesario que emigren al timo en donde maduran Y se 
diferencian después de interactuar con las célulü.s cstromáticas 
timicas, para transformarse en células funcionalmente competentes. 
Las células T están · representadas por tres subpoblaciones 
principales, las célulus T cooperadores, que como su nombre lo 
indica, colaboran con otrus células, principalmente las células B, 
para que secreten sus anticuerpos; las células T supresores cuya 
función es limitar la respuesta inmune y las cólulas T 
citotóxicos. Las células T cooperadoras se les denomina CD4 y a las 
suprcsoras/ci totóxicas, CDB, existiendo en condiciones normales una 
relación entre ellas en el tejido sanguineo de 2:1. 
Las subpoblacioncs de cClulas T no sólo difieren en sus marcadores 
de superficie, sino que además presentan funciones efectoras 
especificas dentro de la cooperación celular. 
Dentro de la's células CD4 positivas, existen las inductoras y las 
propia~ ,ente cooperadores que reconocen los antigenos en asociación 
con la:; moléculas clase II del cornplcj o mayor de histocompatibi-
lidad CPH. . 
Existen dos subclases principales de células CD4+, cada uno con un 
papel distinto en la inmunidad: las célul<?s T CD4+ (tipo I) 
denominados de tipo inflamatorio, que son :.i..-equeridos para una 
respuesta inmune efectiva contra patógenos intracelulares y las 
células T CD4+ (tipo II), que son esenciales para una respuesta 
·inmune humoral contra patógenos extracelulares. 
Estos subtipos de poblaciones celulares tienen distintas funciones 
como la secreción de mediadores solubles, vias de activación y 
marcadores de superficie •. Sólo se han caracterizado en el ratón y 
rata y parcialmente en el humano (1). 
Las células B o linfocitos formadores de anticuerpos, provienen de 
precurso~es inmaduros que abundan en la médula ósea. Cuando 
estas células maduran, se hallan en los órganos linfoides, en 
grupos denominados folículos linfoides. 
Las células B interactúan con un antigeno mediante moléculas de 
anticuerpos unidas a sus membranas plasmáticas, que actúan como 
proteínas receptoras. Después de la interacción con el 
antígeno y las células T, las células B se diferencian en 
células formadoras de anticuerpos, llamadas células plasmáticas, 
las cuales secretan anticuerpos con la misma especificidad para el 
antigeno que la hallada en el receptor de la célula B del que 
proviene. 
La interacción de las células T cooperadores con los determinantes 
antigénicos, presentados por el macrófago, en el contexto de 
las moléculas clase II del CPH, constituyen un paso fundamental 
en el proceso de la respuesta inmune. 
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El proceso de maduración y de diferenciación de las células B que 
involucra la transformación de cdlulas pluripotencialcs a células 
secretoras de anticuerpos y requieren de dos ciclos: uno de 
proliferación y el otro de diferenciación. 
El primero de ellos se efectúa en un órgano linfoide 
primario, constituido en las aves por la bolsa de Fabricio, en 
los mamíferos, por el higado durante la vida fetal y médula ósea, 
posteriormente. Este proceso no requiere de la participación de 
antígeno y genera las clonas de células B inmunocompctentes, que 
son cdlulas B pequeñas en la fase Go del ciclo celular y emigran 
a los órganos linfoides secundarios, en donde la mayoría de ellos 
son capaces de expresar inmunoglobulinas de superficie. 
El segundo ciclo, de proliferación y de diferenciación celular, 
tiene lugar en los órgunos linfoides secundarios y requiere la 
participación del antígeno, permitiendo la foi-rnación de células 
secretoras de inmunoglobulinas. A esto se le conoce también con 
el nombra de activación de células B. 
Esta activación, se divide en dos etapas: la de inducción, 
relacionada con los cambios fenotípicos de la célula B en reposo 
que le permite entrar en la fase Gl del ciclo celular y la de 
respuesta del linfocito B activado a factores de crecimiento y 
diferenciación. Esta, a su vez, puede disociarse en una fase de 
expansión clonal y otra de maduración. 
Normalmente, cuando un antigeno' es captado por los macrófagos, 
procesado y presentado en el contexto de las moléculas clase II 
del CPH, a los linfocitos cooperadores, estas células se activan, 
proliferan y liberan un gran número de mediadores solubles corno el 
interferon r (IFN- r ),interleucina 2 (IL-2),interlcucina 3 (IL-3), 
interleucina 4 ( IL-4) , interlcucina 5 ( IL-5) e intcrleucina 6 
(IL-6). Estos mediadores van a cumplir sus funciones en diversas 
células blancos donde actúan, principalmente en la célula B, para 
la producción de anticuerpos. 
El concepto de cooperación celular entre las células T y B, 
aparece desde el momento en que se demuestra la participación de 
las células T en la producción de anticuerpos. Para explicar los 
mecanismos de cooperación entre ambos tipos de células, se 
postularon varias hipótesis. La de mayor·relevancia, es el modelo 
de mediadores solubles liberados por el timo que propone la 
necesidad de dos señales para inducir a un linfocito a producir 
anticuerpos. 
La primera es el resultado de la interacción entre la inrnunoglo­
bulina de superficie de la célula B y el antígeno. La segunda a 
través de un mediador soluble antigeno-especifico liberado por la 
célula T al ser estimulado por el antígeno. 
Este último modelo, que tiene como célula blanco a la célula B, 
p~rmitió el inicio del estudio de las linfocinas que intervienen 
en la producción de anticuerpos (2). 
Un factor de crecimiento de células B (FCCB) diferente de la 
interleucina 2 (IL-2) fue descrito por Howard y cols. (3). Se 
obtuvo del sobrenadante de cultivo del timoma murino EL-4, 
estimulado con acetato de forbol miristato (PMA) y la actividad 
biológica de este sobrenadante aumentó la proliferación de las 

( 
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células B estimulados con anti-IgM. 
Al someterlo a cromatografia de filtración, se encontró que el 
FCCB, tenia un peso molecular aproximado de 16. 5-18. 5 KD 
mientras que el de IL-2 era de 17-18 KD. Además, al absorber la 
fracción de 18 KD con una clona de células T dependientes de la 
IL-2 (CT-6) no se perdió la capacidad del FCCB; el mismo resultado 
se obtuvo cuando se absorbió el sobrcnadante total. 
Finalmente, a través de un proceso de purificación que incluía 
precipitación con r;ulfato de amonio (80·-100% de saturación), 
cromatografía hidrofóbica, isoclectrocnfoque preparativo Y elec­
troforesis preparativa en geles de poliacrilamida con dodecil 
sulfato de sodio (SDS-PAGE), Farrar y cols. (4), lograron una 
completa separación del FCCB de la IL-2. 
Las características químicas del FCCB fueron las siguientes: poco 
hidrofóbico, PI (9.3) y un peso molecular de 11 y 14 KD, en dos 
ensayos independientes. 
swain y cols, ( 5), demostraron que pueden distinguir dos tipos de 
FCCB, uno denominado r~ccB-I y el FRT que recibió el nombre de 
FCCB II; Dutton y cols. (6), establecieron una purificación Y 
caracterización bioquímica de este factor también obtenido de 
sobrenadantes de tirnorna EL-4. 
Vitetta y cols. (7), describieron un factor de crecimiento Y 
diferenciación de células B, el cual estim"Ltló la secreción de los 
isotipos de inraunoc._.".obulinas y además, midió la cantidad de ARN 
mensajero de estos isotipos, el cual hallaron aumentado. 
·,rodas estos trabajos, se han considerado corno antecedentes de la 
actualmente conocida interleucina 4 (IL-4) o factor estimulante 
de células B-I (BSF-I). 
Una de las principales actividades biológicas de la IL-4, es su 
efecto estimulante sobre células B. Además, se ha estudiado su 
acción sinergista y antagonista con otros mediadores solubles (8). 
Hasta el momento, se conoce que la IL-4 es secretada por las 
células T CD4+ (tipo II), por lo tanto participa en funciones de 
cooperación para la respuesta inmune humoral. 
La obtención del BSF-I se realizó, mediante la purificación de 
los sobrenadantes las células T murinos o la linea celular de 
timoma (EL-4), estimulados con mitógenos, antígenos o acetato 
miristato de forbol (PMA). También se obtuvo mediante la tecnolo­
gía del ADN recombinante. 
La IL-4 murina, bioquimicamente se trata de una glicoproteina 
monomérica, cuya estructura primaria está constituida por una 
secuencia líder de 20 aminoádidos, ( a partir de éste pépti­
do, se construyó el antipéptido conocido como anti-IL4 o llBll). 
su peso molécular es de 20 KD, con un PI de 6.4 a 6.7. No difiere 
en su peso molecular de la IL-4 humana siendo sus funciones 
biológicas idénticas(9, 10). 
con respecto a las caracteristicas genéticas, los genes que 
codifican para la IL-4 murina y humana, se caracterizaron muy 
recientemente y se hallaron localizados en el cromosoma 11 
y 5 respectivamente ; ambos genes están compuestos por 4 exones 
y 3 intrones. Se encontró cierta homología genética con otras 
citocinas principalmente, IL-2,GM-CSF, IFN-1. 
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Se ha descrito el papel de varias interleucinas participando ·en 
la mielopoycsis. La IL-4 sóla y en combinación con otros factores, 
tienen efectos de proliferación y diferenciación de casi todas las 
células precursoras hematopoyéticas (11-13). 
Se halló un receptor para la IL-4 en la membrana celular de los 
precursores de las células T y en las células B estimuladas con 
LPS; este resultó ser un complejo con una constante de disociación 
aproximadamente de 80000 :Mr. (14). 
En varios ·trabajos se ha demostrado el efecto del BSF-I, obtenido 
de los sobrenadantes de la linea celular EL-4, los cuales al 
ngregarse a las células B, previamente estimuladas con anti-Igl.f ó 
SAC, por periodos de 24 y 36 horas, se observaba un efecto de 
proliferación. Esta ucción era potencial izada por el IFN-r, el cual 
inducia la expresión de receptores Fe en las célul2s B (15-17). 
Se demostró que la IL-4, induce selectivamente la secreción de 
ciertos isotipos y subtipos de inmunoglobulinas. En diversos 
trabajos, han utilizado sobrenadantcs de la linea celular EL-4 ó 
lineas celulares 'l' cooperadores y los ugrcgaban a las células B 
nurinas estimuladas con LPS, se producia la IgE, IgM Y la IgG1; 
este efecto era inhibido por el antisuero 11811 (18-22). 
No obstante, han demostrado que la IL-4 facilita la secreción de 
IgE, IgM y la IgGl: observando una marcada supresión en la 
secreción de IgM, IgA, IgD, IgG3 e IgG3b (23,24). 
Durante el proceso de activación, las células B estimuladas, por 
la IL-4, expresan un receptor para el fragmento Fe de la IgE 
(IgE/FcERI), este receptor se halló en cdlulas cebadas Y 
basófilos y se le denominó, molécula CD23. 
Se produjo y caracterizó un anticuerpo monoclonal, denominado Acm. 
25, especifico para el antígeno CD23. El fenómeno de producción 
de IgE y expresión de CD23, es inhibido por la PGE2, anti-CD23 e 
IFN-r (25-27). La IL-4, tambidn aumenta la expresión de Jnoléculas 
·clase II del CPH, en la membrana de las células Ben reposo(2B,29). 
Varios autores han demostrado que el IFN-r y la PGE2, inhibieron 
la expresión del antigeno CD23 y las moléculas clase II del CPH, 
a través de un mecanismo diferente, sin alterar la unión de IL-4 
a su receptor (30,31). 
También, se ha estudiado el papel de la IL-4/IL-2 sobre las células 
B normales estimuladas con SAC, las células B monoclonales de 
pacientes con leucemia linfocitica crónica y en clonas de células 
B. En varios trabajos se pudo demostrar que la IL-4 se requeria 
en las primeras 24 horas del cultivo y se evidenció un efecto 
inhibitorio en la proliferación pero, no en la diferenciación, 
cuando agregaron el IFN-r, este disminuyó el efecto supresor de la 
IL-4 en la proliferación (32-35). 
Diversas interleucinas, tuvieron acción sobre la respuesta dada 
por las células B. En un trabajo, se demostró maduración de las 
células B murinas en reposo y propagaron la proliferación de 
blastos activados (37). 
La proliferación y diferenciación de las células B se da en 
respuesta a varias interleucinas. Se ha comprobado que la IL-2 y 
la IL-5 tienen efectos de diferenciación y la IL-4 efecto 
proliferativo en las células B activadas. Uo obstante, observaron 
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su acción cuando agregaron la IL-2 y la IL-4 en los estadios de 
maduración. 
Los autores los cuales concluyeron que el nivel máximo de respuesta 
de estas células prcactivadas para diferenciarse, era bajo la 
acción de la IL-2 ya que la IL-4 antagonizó el efecto proliferativo 
de la primera, pero no la acción de diferenciación. Además, 
hipotctizan que la IL-4 sóla, no pudo promover la proliferación 
y diferenciación de blastos de células B murinas estimuladas con 
anti-·rg; sugiriendo que otras linfocinas se requirieron para 
facilitar la secreción de IgGl. Demostrando además, que este 
factor era indispe:ns~ble en las primeras 48 horas y las Ultimas 
24 del cultivo, cuando agregaron IL-2 e IL-5 se produjo la 
secreción de IgGl e IgA (38,39). 
1'!clchers y col s. (39), clasificw.ron a esta citocina, dentro de los 
factores producidos por las cClulus T activados y propusieron que 
dicho factor actuaba en la fa.se G2 del ciclo celular de las 
células B activadas pnr antigenos o anti-Igs, considerándose poi.­
lo tanto, como un factor de diferenciación. 
Por el contrario, Howard y Puul, propusieron guc l.:is células B en 
reposo, cuando se csti1nulan con anti-Igs y se les agregaba la IL-4 
esta actuaba en la fase temprana Gl del ciclo celular, por lo 
tanto, le consideraron corno un factor de proliferación. 
Hasta el momento, varios autores han planteado el mecanismo de 
acc1on de la IL-4 en las cólulas B. 
Se sabe que esta citocina se une a un receptor de alta afinidad, 
con una constante de disociación aproximadLJ.mcnte de 3xlD -11 

M 

y un peso molecular de 60-70 KD en el ratón y de 1'1 o KD en el 
humano. Este proceso de unión de la IL-4 a su receptor, presente 
en la célula B en reposo, no induce el inecanismo del inositol, ni 
la movilizacion de calcio, ni traslocación de proteína cinasa C en 
la superficie de las células B, o depolarización de la membrana. 

·cuando la IL-4 se une a su receptor presente en células B activa­
das por entrecruzamiento da las inmununoglobulinas IgG/IgD 
secretadas para un antigeno, este fenómeno conlleva a la activación 
de la fosfolipasa e que conduce a la hidrólisis del 
fosfatidilinositol difosfato y diacilglicerol, formándose 
fosfoinositol trifosfato, el cual estimula la liberación de iones 
de calcio del reticulo endoplásmico. 
El calcio liberado y el diacilglicerol producen traslocación de 
las proteínas cinasas e a la membrana plasmática, ocurriendo 
fosforilación de las proteínas de la misma. 
El cambio de PH intracelular y el potencial de membrana ocasio­
nan cambio de iones de sodio e hidrogeno. Esta cascada también 
conlleva a otra via, produciéndose episodios que se traducen en el 
incremento de la transcripción de genes que codifican para c-fos, 
C-Myc, Ia. 
Lo más claro hasta el momento es que la IL-4 unida a su receptor, 
parece traducir señales de via de activación de cinasas asociadas 
a membrana, fosforilando las proteínas (40-43). 
El espectro de acción de la IL-4 es amplio. En lo sucesivo, 
revisaré su efecto sobre la serie linfoide con respecto a su efecto 
proliferativo, en los timocitos inmaduros para su diferenciación 
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en células inmunocornpetcntes, corno células citoliticas ante un 
estimulo antigénico especifico. 
Los linfocitos T CD4+ (tipo II) no secretan, ni requieren de IL-2 
para su proliferación, para ello, sólo dependen de la IL-4. Este 
subgrupo de células T es aparentemente, el más importante en la 
inducción de la respuesta inmune humoral, nientras que las células 
T CD4+ (tipo I) participan fundarncntaln.ente en rc.J.ccioncs de 
hipersensibilidad tardía. 
La IL-4 recombinantc y la obtenida de los sobrcnadantcs purifica­
dos, es un potente coestimulante de células •r humanos y 1nurinos en 
reposo o estimulados con PMA , el factor facilitó el aumento del 
volumen celular e incrementó la sintcsis de ADN. Además, causó un 
efecto proliferativo en cultivos de largo tiempo de lineas 
celulares T dependientes de IL-2, como la HT-2, también en clonas 
de células T CD4+ (tipo II) , las cuales bajo un estimulo 
antigénico sccrctnbiln sus propias intcrlcucinas. Aparentemente, 
parece que la IL-4 inducr: primarinrncntc el crecimiento de las 
células cooperadoras, por un mecanismo uutócrino, ta1nbién induce 
la activación y diferenciación de células B. 
El efecto de proliferación de la IL-4 fué inhibido por el 11811, 
con el propósito de descartar que esta acción no era producida por 
la IL-2 (44-47). 
En varios trabajos, se examinó la regulnción de células T 
citoliticos y células LAK (cólulas asesinas, por efecto de IL-2) 
por acción de la IL-2 y la IL-4. Obscrvdndose que la generación 
de células T citoliticos, ~e incrementó por el BSF-I, no siendo 
igual para la actividad inductora de lus LAK; en ambos tipos da 
células, la IL-2 las condujo a cumplir sus respectivas actividades 
biológicas (48-54). 
La IL-3 y la IL-4, actuando concomitantcmente, fueron capaces de 
inhibir la función de las células LAK, también se ha observado que 
la IL-4 tiene un efecto inhibitorio en la capacidad de la IL-2 para 
generar las células LAK humanas (55). 
Las células NK (asesinas naturales), son una población diferentes 
de las células T, cuya actividad citotóxica, no está restringuida 
por el CPH. Se demostró que la IL-4 tiene un profundo efecto 
inhibitorio de la activación de células. NK mediada por la IL-2 
(56).Los receptores para la IL-4 en la membrana celular de lineas 
T (HT-2) y en las células B de linfoma (BCLl) pueden interactuar 
con los receptores para la IL-2, llevando a un fenómeno de 
sinergismo poduciendo un efecto proliferativo, dado por ambas 
citocinas (57). 
También se observó, al agregar la IL-4 en combinación con la IL-6 
a timocitos estimulados por PMA, que maduraban y desempeñaban sus 
funciones como células inmunocornpetentes. En lineas celulares T, 
corno 'la HT-2 y la CTLL dependientes de IL-2, proliferaron en 
presencia de IL-4 más el GM-CSF (58,59). 
Se ha demostrado el efecto de la IL-4 como factor activador de los 
macrófagos. Así, el BSF-I en combinación con el IFll-r estimuló la 
expresión de moléculas clase II del CPH , el antígeno CD23, 
incrementó la producción de C2 en los rnacrófagos y aumentó la 
habilidad de la misma corno célula presentadora de antigeno.(60-
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62). 
l·1c Innes y cols. (63), observaron que al agregar ésto factor a 
células precursoras de nonocitos, en cultivos de varios dias; se 
incrementó al porcentaje de formación de nuclcos en las células 
gigantes multinuclcadas. El mayor número de nucleos se observó a 
los 6 dias del cultivo, concluyendo que la IL-4 tiene un efecto 
de maduración en los rnacrófu.gos, y en combinación con los IFNS( 
, 1 ,p 1 cr ) y estimulan la uctividad tut1orfcida dcp_cndicntc de 
anticuerpos (64). 
Esta citocina, induce maduración y diferenciación de mastocitos 
del tejido conjuntivo en sincrgisrno con la IL-3 y la IL-5, aunque 
la primera <lCtúa en fu.se más tcrnprana que la segunda. La .IL-4 
con la IL-5 puede inteructuar ¡Jnra ¡Jromovcr la d ifcrcnciación de 
los co1~inófilos (65-69). 
El BSF·-I, promueve la síntesis de l\Dtl en los fibroblastos murinos 
e inmortalizados, posiblci;icntc u truvds de receptores de super­
ficie ('/O). 
En células B normales y de pucicnt:cs con leucemia linfocitica 
cronica, se comprobó que: disrn.i.nuyó la expresión de la 1;iolécula CDS, 
presente en la membrana de éstas células (71). 
Z.fediantc esta revisión de los divcr~:;os efectos del BSF-I, podemos 
concluir que juega un papel primordj al en la amplificación de la 
respuesta inmune humoral; no obstante, el efecto de este factor 
en patologías del sistema inmune no ha sido evaluado. Tal es el 
caso del Lupus Eritematoso Gcnc:calizudo (LEG), motivo que llevó a 
cabo c'.3te trabajo. 
En términos generales, el LEG es el protótípo de patología auto­
inrnune, de etiología desconocida, considerada corno un trastorno 
de la inrnunorregulación que se caracteriza por varias 
alteraciones inmunológicas, principalmente en la función de las 
células T y B. 
Puede resultar de la inter;·cción de varios factores corno los 
genéticos, sexo, raciales, hormonales y ambientales. 
El hecho básico de estos trastornos, rcsjde en la hiperactividad 
de las células B, produciCndose hiperga:mrnaglobulinemia con l.a 
secreción de múltiples anticQer.pos, contra los antígenos propios 
(auto-anticuerpos) o extraños. 
La hiperactividad de las células B puede explicarse por: 
1) Un trastorno intrinseco en las células B para responder a los 
diversos factores de crecimientos y diferenciación. 
2) Una disminución en la .función de las células T supresoras que 
provoca un descontrol en la actividad de las células B. 
3) un aumento en la función de las células T de ayuda. 
4) Un defecto en la comunicación intercelular, por trastorno a 
nivel de los rnacrófagos, asi como la producción y actividad de 
los mediadores solubles, producidos por las diversas células que 
desempeñan un papel importante, para que desencadenen una respuesta 
inmune normal. 
Se han realizado varios trabajos, que afirman hechos que revelan 
anormalidades en el circuito de la inmunorregulación en el LEG, 
no sólo en la interacción celular, sino en la activación y 
respuesta a las interleucinas, lo cual de alguna manera, tiende a 
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favorecer o incrementar la proliferación o diferenciación de 
cálulas B. 
Varios autores han demostrado las diferentes alteraciones, en la 
producción y actividad de algunas citocinas. Asi, se ha comprobado 
que existe un defecto en la actividad y producción por los 
macrófagos de IL-1 , en los sujetos con LEG, además, en la 
respuesta de las cólulas T a la misrna (72) • 
'.rambién comproburon que la producción de IL-2 y respuesta de las 
células T a la lnisrna, se hallaba disminuida (73) y Además, obser­
varon que las cálulas B de los pacientes con LEG, tenían una 
marcada producción de factor de crccinicnto y difcrcnci~ción de 
células B (FCCB y FDCB) (74). Sirnultaneamcnte, estos factores 
también fueron investigados en el LEG, dcrnostr.1ndose que se 
producen en forma aumentada por las células B mediante un mecanismo 
autócrino, lo cual contribuye al üurncnto en la pral ifernción y 
diferenciación de las mis111as (75). 
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JUSTIFICACION 

Las alteraciones en las células B de los pacientes con 
Lupus Eritematoso Generalizado (LEG), puede obedecer a 
diversas alteraciones intrinsecas ó de los mediadóres 
solubles que modifican la función de los linfocitos B, 
con la subsecuente secreción de auto-anticuerpos. 
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l!IPOTESIS 

Es posible que la producción de IL-4 esté alterada en las células 
T de sangre perifcrica de los pacientes con LEG, en comparación con 
las células T de sujetos sanos. 

Las células B de los pacientes con LEG, tendrán posiblemente una 
respuesta alterada a una fuente cxógcna, normal de IL-4r, a los 
sobrenadantes da las células T de individuos sanos y de los 
pacientes ó al agregarles a las cólulas B, IL-4r/IL-2 e IL-2 sóla. 

OBJETIVOS 

Estandarizar el método para la producción da la IL-4 en células T 
do individuos nor~alcs y determinar su cinética, para considerarla 
corno patrón en el estudio de la producción de éste factor en los 
pacientes con LEG 

Analizar la diferencia en que se presentan alteraciones en la 
respuesta de células B, bajo el efecto de la IL-4, al establecer 
comparaciones con los resultados de los individuos normales. 

Conocer la cinética de 1 a producción de la IL-4, mediante la 
cstimulación de las cólulas T, con el mitóge.no, la concanavalina 
A (ConA). 

Estudiar la respuesta prolifcrativa de las células B, a una 
fuente normal de IL-4 recombinante (IL-4r). 

Conocer el efecto sinergista o antagonista de la IL-4 con la 
interleucina 2 (IL-2), en las células a normales y en la de los 
pacientes con LEG. 
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l1A'l'ERIAL 'l METODOS 

Se estudiaron (15)pacientcs de sexo femenino, con edades compren­
didas, entre los 23 y 40 años. Todos los pacientes, llenaron los 
criterios establecidos, para el diagnóstico de LEG , 5 de ellos 
presentaban actividad clínica de la enfcn;iedad (manifestaciones 
renales, dermatológicas, artritis y hematológicas) y/o scrológi­
cas corno hipocoraplcmcnternia, trombocitopcnia,• linfopenia y capta­
ción de ADN uumcntada; los otros lo pacientes, no presentan 
actividad de su padecimiento. Al molilcnto de su estudio, ningun 
paciente recibía trut.:i.micnto con corticosteroidcs o 
inmunosuprcsorcs. 

CONTROLES: Se estudiaron 10 sujetos voluntarios sanos, de igual 
sexo y en iguales límites de edad, que los pacientes. 

OBTENCION DE LAS MUES'l'RAS: De cada 
militros de sangre pcrifcrica con 
condiciones adccuad~s de esterilidad. 

individuo .se cxtraj cron 60 
jcri11ga hcparinizada, }Jajo 

SEPARACION DE LAS CELULAS: Cada muestra sunguinea fue diluida con 
un volumen igual de PBS y colocada sobre ficol1/hypaque (F/H) de 
una densidad de 1077 gr/ml, se cnntrifugó a 2500 rpm por 30 minutos 
y a continuación, las ccilulas 1nononuclcarcs se obtuvieron de la 
fase intermedia del gradiente, fueron lavadas en tres ocasiones con 
PBS y centrifugadas a 1200 rpm por 10 minutos. Posteriormente se 
determinó la viabilidad celular en una alícuota, en presencia de 
azu~ tripano y con la ayuda de un microscopio de luz directa. 
Las células mononuclcarcs se depositaron en una caja de pctri y se 
incubaron a 37°C, por un periodo de 2 horas, para remover las 
células monociticas por adherencia al vidrio. 
Las células T y las células B se obtuvieron a partir de las células 
mononucleares, depletadas de macrófagos,como se explicó 
anteriormente, se incubaron las células restantes toda la noche a 
4°C con eritrocitos de carnero al 4 % , para lograr la fonnación de 
rosetas. Al dia siguiente, esta mezcla fue resuspendida en fria, 
colocada sobre F/H y centrifugada a 2500 rpm por 20 minutos a 4ºC. 
Se recolectó la fase intermedia que contenía las células B y se 
realizó un nuevo gradiente, en la misma forma descrita 
anteriormente. El aislamiento de las células T se efectuó, 
colectando el precipitado del gradiente y lisando los eritrocitos 
con cloruro de amonio al 0.83% en tris-HCl PH 7.2, las células se 
lavaron en PBS 10 minutos a 1400 rpm y se realizó otro lavado con 
PBS, se centrifugó a 1400 rpm por 10 y se resuspendieron las 
células T, ajustándolas con medio a una concentración de 5xl06 

células/rol. 
Para purificar más las células B, se les agregó 0.5 rol del anti­
CDJ(OKTJ) por cada 10 millones de células, se incubaron en fria, 
por 30 minutos, se lavaron una vez con medio RPMI 1640 y se 
centrifugó a 4ºc, 10 minutos a 1200 rpra. Posteriormente se agregó 
complemento de conejo diluido 1/4, 0 .. 5 ml por cada 10 millones de 
células, se incubaron a 37ºC por 30 minutos, se lavaron una vez en 
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medio RPl-II-1640 y se centrifugaron a 1400 rpm por 10 minutos. Luego 
se resuspendicron las celulas y se ajustaron, en una concentración 
de 3Kl05 células/rol. 
La pureza de las ct':lulas B se comprobó ut.:.ilizando los antisuai.·os 
OKB2 y OKB7, luego se les agregó anti-Igs (M: ó G) marcadas con 
fluoresceina. Se realizó el recuento en un microscopio de 
inmunofluoresccncia, obteniéndose un 95% de células B positivas 
para IgM/IgG. 

CULTIVO CELUL.71.R: Pilra Jos cultivos celulares .se utilizó el tnCl~io 
RPI1I 1640, suplementado con penicilina (100 UI/rnl), cstrLptomicina 
(100 µgr/rol), gluta~ina 2 mM y suero fctnl bovino (10%). se usaron 
raicroplacas de 96 pozos, para incubar 100 microlitros de las 
células B en una concentración de 3Xl05 , se incubaron a una 
temperatura de 37ºC, en una atmósfera con C02 al 5% y htnncdad nl 
100%. 
Las céJulas T, en los tres grupos cst:udindos, =;e ut:ilizuron a una 
concentración de 5xlo6 cólulu~~/ml. 

OBTEJICION DE SOBREJIJID~.ll'i'ES DE LOS LIJIFOCITOS 'r {ENRIQUECIDOS DE 
IL-4): r ... os primeros bioensayos que se realizaron para la 
obtcncion de la IL-4 de los sobrcnaduntes de las células •.r de los 
individuos sanos fueron los siguientes: 
-Estandarizar la concentr.1ción del mitógcno (ConA) para la 
estimulación de las células •!', se utilizaron diferentes 
concentraciones de ConA (0.5, 1, 1.5, 2, 2.5 µgr/rnl). 
Pudimos concluir, que al U$ar las cólulas T de los controles en 
una concentración de sx106 células/rol, en un volumen de 100 
rnicrolitros , más los 100 rnicrolitros de las diversas 
concentraciones del rnitógeno, la máxima proliferación de las 
células T normales, se obtuvo cuando se estimularon con 2 JJ.gr/ml 
del mitógeno. 
Una vez estandarizada la concentración que se debía utilizar de 
ConA, para estimular las células T , se realizaron los siguientes 
bioensayos para saber el tiempo de incubación y para comprobar si 
el sobrenadante dcbia ser utilizado sin diluir o diluido, para 
estimular a las células B de los controles y los pacientes. 
-Los linfocitos T normales, que utilizamos en una concentración de 
Sxl06 células/rol, estimulados con ConA (2 µgr/ml), los incubamos 
a 37°C en diversos periodos de tiempo 24, 48, 72 y 96 horas~ Para 
obtener la IL-4 los absorbimos con células T estimulados con FHA 
y con células B estimuladas con SAC, para eliminar la IL-2 y 
factores de diferenciación. 
Los sobrenadantes absorbidos 
1/4 y.1/8, se les agregaron 
sido previamente estimuladas 
en cultivos de 72 horas. 

los usarnos sin diluir y diluidos 1/2, 
a las células B normales que habian 
con SAC y en condiciones de reposo , 

La máxima proliferación que se obtuvo de las células B normales fue 
cuando se utilizaron los sobrenadantes sin diluir y habían sido 
incubados a 37ºc por 48 horas. 
-Para la estandarización de la concentración que debía ser usada 

de la IL-4r, realizarnos varios ensayos con células B estimuladas 
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y sin estimulo da individuos sanos, para ver el efecto 
proliferativo de este factor sobre dichas células. 
Utilizamos 100 microlitros de las células B (3xl06 células/rol), se 
cultivaron en condiciones basales y estimuladas con SAC, por un 
periodo de 72 horas y se les agregaron las diferc11tcs 
concentraciones de IL-4r, (600, 400, 100 1 50 UI) hasta completar 
las 48 horas de1 cultivo y poder medir la incorporación de timidina 
tritiada, para observar el efecto prolifcrativo, el cual fue mayor 
cuando se usó la IJ .. -4r en una concentración de 600 UI. 
- La IL-2 que utilizamos, !.';e obtuvo de la linea celular Jurl;:at, 
estimulada con FHA. Fue tituli3da tomando como rcfcrcnci« un<i. curva 
cstandar de rr ... -2 . rccombinantc, la cual se diluyó en d.if( rentes 
concentraciones (200, loo, 50, 10, 5 y 1 UI) y se probó 5U 
actividad, con la linea celular CTLL dependiente de IT~-2. Se 
observó la concentración de IL-2 ccombinante que producía la Iilf1xirna 
proliferación de la linea celular; asi se midió la concentración 
de IL-2 qul'.O! contenían los ~~obrcnntluntcs, la cual fué de 4 UI. 
Posteriormente, los sobrcnadantc~ de la linea celular Jurkat se 
usaron en diversas concentraciones ( 4, a, 16, 32, 64, 128 UI), 
con previa concentración, y se les agregó a las células B en reposo 
y estimuladas, midiéndose la incol.-porución de timidina tri t.i uda, 
la cual fue mayor cuando se usó el sobrcnCTdantc que contenía la IL-
2, en una concentración de 128 UI. (Ver pd.gs. 17-20). 
Corno se explicó anteriormente, cuundo ya se cst.:indarizó la 
obtención de los sobrenudantcs de las células T para la obtención 
de la IL-4, se tomaron las a·lícuotas de los sobrenadantes de los 
individuos normales y pacientes, se tran5firieron a células T 
normales previurncntc activudas con fitohcmaglutinina (2µgr/ml), 
se incubaron a 37ºC, por un periodo no Jncnor de 5 horas, lu1~go 
se centrifugaron y se filtraron los sobrenadantcs absorbidos, se 
congelaron a -20°C hasta el momento de ser usados. 
Las células T normales activadas, que se usaron para absorber los 
sobrenadantes de las células T de los individuos sanos y de los 
pacientes, se mantuvieron en cultivo, en medio completo 
suplementado, con IL-2 al 3%, por un período no menor de 15 dias 
de cultivo, estas células fueron usadas, en una concentración 
de 5xl06 células/rol, para la absorción de la IL-2. Se usaron 
células B normales activadas con SAC ( 1/4000 V/V ) , en una 
concentración de Jxlo5 células/rol, mantenidas en cultivo durante 
72 horas; se utilizaron para absorber, los factores de diferan­
ciación presentes en los sobrenadantes de las células T de los 
controles y los pacientes. 

ENSAYOS DE LA ACTIVIDAD DE LOS SOBREtlADANTES DE LINFOCITOS T DE 
CONTROLES y PACIENTES, IL-4r/IL-2 E IL-2: se cultivaron las 
células B normales y de los pacientes, en una concentración de 
3Xl05 células por pozo, estimuladas con SAC y sin estimulo, en 
ambos ensayos las células B se cultivaron durante 72 horas, 
posteriormente, se removieron 100 microlitros y se reemplazaron 
por 100 microlitros de la IL-4 recornbinante (600 UI), los 
sobrenadantes de las células T, de los individuos sanos y los 
pacientes (sin diluir y habiendo sido incubados a 37°C por 48 
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horas: para el ensayo de la IL4r/IL-2 se utilizaron 100 microlitros 
de IL-4r (600 UI) por 24 horas, se removian los 100 microlitros 
y se agregó igual volumen de la IL-2 (128 UI) por otras 24 horas; 
para el experi171ento con la IL-2 ( 128 UI) se agregaban también 100 
rnicrolitros. A. las 72 horas del cultivo se determinaron los 
marcadores de activación de células B (HB-5 y HI3-2) y se realizaron 
los ensayos de proliferación y diferenciación. 

E!ISAYOS DE PROLIFERACIO!I DE LAS CELULAS D: El crecimiento de las 
cólulas B normales y de los pacientes, se determinó por la 
medición de la captación de la timidina l.ritiada (3HTdR), después 
de un pulso (0.5 rnicrocurics), agregándola dur.:intc las tiltimLJ.s.12 
horas del cultivo de 72 horas. 

ENSAYOS DE DiFERENCIACION DE Ll\S CELUL~S B: La diferenciación de 
las cClulas B, norrn~lcs y de los pacientes, se reaJ.izó de igual 
manera a la descrita en el ensayo de activid•~d de la IL-4, con la 
variación {JUe el cultivo se incubó, 110.~";ta las 96 horas. 
Se recolectaron los sobrcnndnntcs y posteriormente, se 1nidió la 
conccnti:ación de in11unoglobulin.:::s 11 y G, por el Jnétodo de Elisa. 

METOOO DE ELISA: Inicialmente se rcali;;aron curvas estandares 
para los dos isotipos de inmunoglobulinas. Se utilizaron 
microplacas de 96 pozos, se depositaron 100 1nicrolitros del 
fragmonto F(ab) 2 de anti-IgG o anti· Igl-i de cabra, a una 
concentración de lo µgr/ml. en solución amoi.·tiguadora de carbonato 
(PU= 9. 6) ; las microplacas se incubaron por 12 horas 4 ºe, se 
lavaron con PBS-Twccn 20, a una concentración de 0.05%; luego, se 
colocaron 100 microlitros de albúmina, por un periodo de 1 hora, 
a una temperatura de 37°C, nuevamente se lavaron las microplacas y 
se les agregaron 100 microlitros de IgM o IgG, se incubaron lhr. 
a J7°C se lavaron las microplacas y se les añadió 100 microlitros 
del conjugado por lhr. a 37°C (anti-IgM ó anti-IgG marcadas con 
fosfatasa alcalina 1/1500), se incubaron por una hora a 37°C, se 
lavaron y se les agregó 100 microlitros del sustrato enzimático, 
p-nitrofenil/fosfato; se paró la reacción a los 30 minutos con 
ácido sulfúrico y se midió la absorbancia, en un espectrofótometro. 
La cantidad de inmunoglobulinas, se calculó en una curva estandar, 
por placa de ensayo. 
Para medir la concentración de IgM o IgG de los sobrcnadantes 
recolectados de las células B de los pacientes y los controles, se 
agregaron 100 rnicrolitros sin diluir del sobrenadantes, en vez de 
agregar los 100 microlitros de la IgM o IgG comercial, que se 
usaron para realizar la curva, fue lo único que varió en el 
procedimiento, todo lo demás fue idéntico a lo .descrito 
anteriormente. La concentración se calculó en una curva estandar 
como se explicó anteriormente, y se expresó en ng/ml. 
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ESTANDARIZACION DE LA 
CONCENTRACION DE ConA 
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ESTAUDARIZAC\Oll DE TIEMPO DE IUCUBACION 
Y CONCENTRACIOH DE LOS S/Ns Nlca. 
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1/t:MPO DILUCIONES 
INCtJBA.CfON SID 112 114 118 

24 ht& 

48 ht& 

72 hra. 

98 hra. 

•6661!2603 2317!802 IP64!P3 1116!44 

9010~1024 7673!664 6P76!110 2260!238 

7104!626 4g7f}:2607 ZfJ86!81 1062!6Z 

ES:<S~671 5126!6815 •gf>O!BB 1•ZZ:·Ui8 

• i CPM de lnoorpoo.elón de HTdR en CD N1e1 
SID eln dllulr 

El i de CPM ftJb almllar pu1 111 CB Nle1 
oon y 1tn SAC. El cxperlmenl.o 1e efeotUO 
por trlpllcado con CT de 6 l1Jfet.o1 Nle1. 

6 

~ 
M 

1 6 
N 
e 
o 
R 
p 4 

'" T 

~ 2 

5/0 112 114 

DILUOONES 

EFECTO DE: S/lb DE •B 11'1. OE tNCUBACION 

18 

116 

' 



' 

ESTANDARIZACION DE LA CONCENTAAC!ON 
DE IL-4r EN CB Nlcs. 

CONCEN TRA.CION 
DE IL -4r Uf/mi •i CPM 
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ESTANDARIZACION DE LA CONCENTRACION 
DE IL~2 EN CB Nles. 

CONCENrRACION 
DE IL-2 Uf/mi •X CPM 
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ANALISIS ESTADISTICO 

Los resultados se analizaron, mediante el análisis de Variancia 
de una via, para obtener la diferencia entre los promedios de los 
tres grupos (los pacientes con LEG activo,inactivo y controles). 
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RESULTADOS 

TABLA I (pág. 25) Y GRAFICA I (pág. 31) 

EFECTO DE LOS SOBRENADANTES DE LOS LINFOCITOS T DE LOS INDIVIDUOS 
SANOS y PACIENTES CON LEG ACTIVO E INACTIVO: Cuando se agregaron 
a las células B normales estimuladas los sobrenadantes de las 
células T de los controles, se produjo un efecto proliferativo Y 
se encontró una diferencia significativa entre los promedios de 
los tres grupos ( F= 321.80, p=<l0(-6). 
Cuando se agregaron los sobrenadantes de las células T de los 
pacientes con LEG activo, a las células B estimuladas de los 
controles y de los pacientes, se observó una mayor' actividad 
proliferativa. 
La diferencia entre los promedios de los tres grupos fue signifi­
cativa ( F= 140.29, p= <10(-6). 

los 
les 

Fue menor la proliferación de las células B estimuladas de 
pacientes con LEG activo, inactivo y controles, cuando se 
agregaron los sobrenadantes de las células T de los sujetos con 
LEG inactivo. 
Se observó una diferencia significativa, 
los tres grupos ( F= 166.53, p= <10(-6). 

entre los promedios de 

EFECTO DE LA INTERLEUCINA 4 RECÓMBINANTE (IL-4r): Cuando se agregó 
la IL-4r a las células B estimuladas de los pacientes con LEG 
inactivo, hubo una mayor proliferación que la observada en los 
individuos con la enfermedad inactiva y en los sujetos sanos. 
La diferencia entre los promedios de los tres grupos fue signifi­
cativa ( F= 38.02, p= <10 (-6). 

EFECTO DE LA INTERLEUCINA 4 RECOMBINANTE Y LA INTERLEUCINA 2 IL-
4r/IL-2: cuando se agregaron estas dos interleucinas a las células 
B estimuladas de los pacientes con LEG activo, se obtuvo menor 
actividad proliferativa. 
Hubo una diferencia significativa entre los promedios de los tres 
grupos ( F= 239.23, p= <10(-6), 

EFECTO DE LA INTERLEUCINA 2(IL-2): cuando'se agregó la IL-2 a las 
células B estimuladas de los pacientes y controles se evidenció un 
efecto proliferativo; el efecto fue menos notorio que el 
producido por la IL-4r. 
La dif erenCia entre los promedios de los tres grupos fue 
significativa ( F= 84,99, p= <10(-6). 
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PRODUCCION DE INMUNOGLOBULINAS 

TABLAS III, IV (pág. 27,28) Y GRAFICAS III Y IV (pág.33,34) 

EFECTO DE DIFERENCIACION DE LOS SOBRENADANTES DE LOS LINFOCITOS T 
DE LOS SUJETOS SANOS Y LOS PACIENTES CON LEG ACTIVO E INACT.IVO: 
cuando se les agregaron los sobrenadantes de las células T de los 
individuos sanos, a las células B estimuladas con LEG activo como 
inactivo, se observó una mayor producción de IgG que del isotipo 
IgM, principalmente por las células B estimuladas de los pacientes 
que de los controles. 
La diferencia entre los promedios de los tres grupos fue signif i­
Cativo, para la producción de IgG por las células B estimuladas 
( F= 3778, p=<lO (-6); para la secreción de IgM (F =435.30, 
p=<l0(-6). 
Asi mismo, cuando se agregaron los sobrenadantes de las células 
T a las células B estimuladas de los pacientes con LEG activo e 
inactivo, se obtuvo una mayor concentración del isotipo IgG y 
menores valores de IgM. 

Cuando se les agregaron las sobrenadantes de las células T de los 
sujetos con LEG inactivo a células B estimuladas, se encontró una 
diferencia significativa entre los promedios de los tres grupos, 
para la producción de IgG ( F= 6456 p= <10 (-6) y para el isotipo 
IgM ( F= 1030, p= <10 (-6). 
Cuando se les agregaron los sobrenadantes de las células T de los 
sujetos con LEG activo a las células B estimuladas, hubo una 
diferencia significativa entre los promedios de los tres 
grupos, para la secreción de los dos isotipos ( F= 705.86, 
p=<l0(-6) para IgG) y para IgM ( F= 592, p=<l0(-6). 

EFECTO DE LA INTERLEUCINA 4 RECOMBINANTE (IL-4R) EN LA PRODUCCION 
DE INMUNOGLOBULINAS: cuando se les agregó la IL-4r a las células 
B normales estimuladas,se observó la producción de las dos clases 
de Igs (IgM e IgG) en concentraciones muy bajas en los pacientes 
con LEG activo e inactivo, la producción de ambas Igs fue mayor. 
Se encontró una diferencia significativa entre los promedios de 
los pacientes tanto activos como inactivos, comparado con los 
controles ( para la IgM, F=899,14, p=<l0(-6) y para la IgG, F=l062, 
p=<l0(-6). 

EFECTO DE Diferenciación DE IL-4 RECOMBINANTE Y LA INTERLEUCINA 2 
(IL-4R/IL-2): Cuando se agregaron las dos citocinas, a las células 
B en reposo y estimuladas de los tres grupos, se evidenció un 
efecto sinergista efectuado por los dos factores. 
La diferencia entre los promedios de los tres grupos fue signif i­
cati vo para la producción del isotipo de IgM (F= 99 , p=<l0(-6) y 
para la irununoglobulina IgG ( F=55l.92, p=<l0(-6). 
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EFECTO DE DIFERENCIACION POR LA INTERLEUCINA 2 (IL-2): cuando se 
agregó la IL-2 a las células B estimuladas, se produjo una secre­
ción de inmunoglobulinas, mucho mayor para el isotipo IgG que de 
IgM, en los pacientes tanto activos como inactivos, en comparación 
con los individuos sanos. 
La diferencia entre los promedios de los tres grupos fue signifi­
cativo para el Isotipo IgM ( F= 602, p=<l0(-6) y para IgG 
(F=969.16, p=<l0(-6). 

También se realizaron ensayos similares con las células B sin 
estimulo en los tres grupos estudiados. Cuando se les agregaron 
los sobrenadantes de individuos sanos y de los controles, IL-4r, 
IL- 4r / IL-2 e IL- 2, a diferencia de los re~ultados obtenidos 
en las células B estimuladas, en estas sé obtuvo un efecto 
proliferativo mucho menor. cuando se les agregó interleucina 2, 
y en las células B en condiciones basales, no se observó 
actividad proliferativa en las células B normales, pero si en las. 
células B de los pacientes. Tabla II (pág. 26) y Gráfica II 
(pág. 32). 

Con respecto a los experimentos realizados para ver el efecto de 
diferenciación· en células B en reposo, se pudo observar que en 
las células B de los controles no se producía ningun isotipo de 
inmunoglobulinas en concentraciones apreciables, excepto cuando 
se les agregaron las üos citocinas (IL-4r/IL-2). 

TABLAS V,VI (pág. 29,30) Y GRAFICAS V, VI (pág. 35,36). 
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TABLA I 

PROLIFERJ\CION EN LAS CELULAS B DE PACIENTES CON LEG Y CONTROLES 

Células B estimuladas con SAC 

SUJETOS (n) CB+SAC SOBRENADANTE LINFOCITOS T IL-4r IL4r/IL2 IL-2 

Nles LEI LEA 

Pacientes con LEG: 4349• 11678 14106 18920 16174 9198 5031 
Activo ( 5) 915** 1126 770 2279 1481 1070 1212· 

2317 7709 8882 13866 8606 7437 4510 
Inactivo (10) 455 1247 1135 1091 775 416 482 

1821 3436 5264 8637 3431 2704 3453 
Normales (10) 360 309 616 1374 386 489 632 

•Promedio de CPM de la incorporación de timidina tritiada. 
••Desviaci6n estandar. ·" 
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TABLA II 

PROLIFERACION EN LAS CELULAS B DE PACIENTES CON LEG Y CONTROLES 

Células B sin estímulo 

SUJETOS (n) CB+MEDIO SOBRENADANTE LINFOCITOS 

Nles LEI 

Pacientes con LEG: 1942* 10010 10606 
Activo (5) 887** 1778 1778 

940 5997 8606 
Inactivo (10) 85 2426 . 1212 

386 2453 4979 
Normales (10) 200 632 923 

*Promedio de CPM de la incorporación de timidina tritiada. 
••Desviación estandar. 

LEA 

17266 
1219 

12536 
787 

6705 
1155 

T IL-4r IL4r/IL2 

14530 8010 
1380 2456 

5504 8904 
1207 1173 

2658 2107 
438 405 

IL-2 . 

4950 
880 

2390 
585 

1250 
318 
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TABLA III 

EFECTO DE DIFERENCIACION EN CELULAS B DE PACIENTES CON LEG Y 
CONTROLES 

SUJETOS (n) 

Pacientes con LEG: 
Activo (5) 

Inactivo ( l.O) 

Normales (10) 

•Producción de IgM (n9/ml). 
**Desviación estandar. 

Células B estimuladas con SAC 

CB+SAC SOBRENADANTE LINFOCITOS T IL-4r 

Nl.es LEI LEA 

l.l..73• l.4. 4 o l.4.0l. 36. 04 32.84 
l.. 74 ** l.. 4 5 3,92 4.07 2.03 

].].. 4 3 l.2. 68 18. 23 30.24 28.99 
l..03 l..43 l..59 l.. 04 2.11 

0,09 2.55 J.22 5.60 1.29 
o.os 0.41 0.92 0.74 o.45 

IL4r/IL2 IL-2 

l.553.00 914.00 
244.59 104.36 

1100.00 762.00 
234.35 53 .60 

90.0l 25.00 
6.03 1.61 
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SUJETOS 

Pacientes 

TABLA IV 

EFECTO DE DIFERENCIACION EN CELULAS B DE PACIENTES CON LEG Y 
CONTROLES 

células B estimuladas con SAC 

(n) CB+SAC SOBRENADANTE LINFOCITOS T IL-4r 

Nles LE! LEA 

-

con LEG: 2J.19* 46,JO 54. 5J 6J.20 32.85 
Activo (5) 6.49** 1.41 l. 51 1.85 2.52 

10.46 26,00 36.41 54 .15 19.25 
Inactivo ( 10) 1. 57 1.34 0.00 5.25 1.30 

0.37 2. 6.0 3.49 4.50 1.56 
Normales ( 10) o.os o. 74 0.52 o. 53 0.13 

IL4r/IL2 

2303.00 
319.03 

1723.70 
329.32 

.97.28 
l.97 

.... ', . 

: '. -, ;~ ·~~'.~~·:i:·;/;: .. : ·, 
*Producción de IgG (ng/ml). 

••Desviación estandar. 
'_ •1:::~ ~~i~.:~:;,~·:~~{~i:.;~} :.: ~.'- .. :, 

;_,_ .~ {i;'.~~ .-¡'; :, • .__. .• 

IL-2 

1179.00 
125.71 

004.40 
259.49 

30,24 
1.04 



TABLA V 

EFECTO DE DIFERENCIACION EN CELULAS B DE PACIENTES CON LEG Y 
CONTROLES 

SUJETOS ( n) 

Pacientes con LEG: 
Activo (5) 

Inactivo (10) 

Normales (10) 

•Producción de IgM (ng/ml). 
••Desviación estandar. 

células B sin estímulo 

CB+MEDIO SOBRENADANTE LINFOCITOS T IL-4r 

Nles LEI LEA 

7.40* 13. 54 14. 79 30.20 12.30 
1.45** l. 40 0.88 l.53 l.09 

2.23 8.85 12.48 24.67 13.30 
0.82 l.06 0.86 l.09 0.91 

0.05 o .12 0.79 l.60 o.os 
o.os o. 02 0.21 0.10 o. 03 

IL4r/IL2 IL-2 

1065.00 554.00 
325. 54 62 .59 

125.00 73.00 
2.88 2.58 

61.00 l.50 
1.50 0.19 



TABLA VI 

EFECTO DE DIFERENCIACION EN CELULAS B DE PACIENTES CON LEG Y CONTROLES 

SUJETOS (n) 

Pacientes con LEG: 
Activo (5) 

Inactivo (10) 

Normales (10) 

*Producción de IgG (ng/ml). 
••Desviación estandar. 

Células B S''in estímulo 

CB+MEDIO SOBRENADl\NTE LINFOCITOS T 

Nles LEI LE/\ 

18.76* 39,20 44. 42 50.00 
l.68** 0.79 1.09 5.39 

12.77 17. 07 37.63 31. 09 
1.05 1.09 1.75 3.26 

0.09 l. 83 3.94 2.19 
0.03 0.22 0.73 o. 45 

IL-4r IL4r/IL2 

32,10 2110.00 
2.37 260.38 

13.78 725.00 
0.99 39.13 

l.88 38.78 
0.22 l.55 

IL-2 

1248.00 
64.20 

665.70 
71.88 

1.55 
0.27 
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DISCUSIDN 

Los factores de crecimiento y diferenciación producidos por los 
linfocitos T activados, se requieren para que las células B se 
activen, proliferen y secreten sus anticuerpos. 
Se ha demostrado que las cólulas B normales estimuladas con SAC 
producen sus propios factores de crecimiento; también, cuando son 
tratadas con anti-Igs o lipopolisácaridos bacterianos (LPS), 
incrementan la síntesis de proteínas y de ARN, aumentando 
su volumen celular (76-79). 
Además, se ha demostrado que las células B de lineas celulares 
malignas son cíl.paccs de producir, sn propio factor de crecimiento 
( 80) • 
Estas evidencias apoyan que las células B normales al ser 
activados, son capaces de proliferar y diferenciarse, como lo hemos 
demostrado en este trabajo, ya que producen sus propios factores 
de proliferación y diferenciación. 
En trabajos previos se ha demostrado que las células B de los 
pacientes con LEG activo e inactivo, producen sus propios factores 
de crecimiento y diferenciación cuando están en reposo y 
estimuladas, esto nos sugiere que ~ichas células B de los 
pacientes con LEG activo, están preactivadas y poseen receptores 
a los productos de cstirnulación. En este trabajo, Las células B 
de los individuos con LEG inactivo están menos activadas y 
responden menos y las células B normales no estimuladas no 
re~ponden. 

Ya existen trabajos que demuestran este hecho, al observar la 
proliferación de linfocitos B más SAC en los sujetos con LEG (81). 
También hemos demostrado, con nuestros resultados que las 
células B en reposo y estimuladas de los sujetos con LEG 
activo o inactivo, producen sus propias Igs, principalmente del 
isotipo IgG y en segunda instancia la IgM. 
Este hallazgo es apoyado por un trabajo realizado por 
Ziff (82), los cuales demostraron la síntesis de Igs en 
de sangre periferica, en los pacientes con LEG. 

J'asin y 
células 

Nosotros no observarnos efecto de diferenciación en los linfocitos 
B normales en condiciones basales, y en las que estuvieron bajo 
estimulación, las concentraciones de los dos isotipos medidos, 
fueron muy bajas. 
Uno de los objetivos planteados fue comprobar el efecto de los 
sobrenadantes de las células T normales, con el propósito de 
observar el efecto de proliferación y diferenciación de la IL-4 
cruda y comparar los resultados con los obtenidos cuando a las 
células B se les agregaba IL-4r. 
Pudimos observar que en las células B normales en reposo, la IL-4 
obtenida de los sobrenadantes tiene un efecto de proliferación, 
de igual manera que en las células B normales estimuladas. 
Este efecto ya babia sido descrito en trabajos anteriores, cuyos 
objetivos principales eran demostar el efecto de activación en 
linfocitos B normales de la IL-4 de sobrenadantes (13-16). 
En las células B en reposo y estimulados de los pacientes con LEG, 
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cuando se les agregaron los sobrcnadantcs de las células T 
normales, se vió una actividad prolifcrativa mucho mayor en los 
pacientes activos que en los inactivos: asi mismo, cuando se les 
agregó la IL-4r, el efecto de proliferación a que las condujo fue 
mucho mayor. 
Esto podría sugerir que las células B de estos pacientes por 
estar hipcractivas, tienen mayor cantidu.d de receptores para la 
IL-4, respondiendo mejor al estitnulo de este factor. 
En otros trabajos, se ha encontrado, que los sobrcnadantcs de las 
cólulas B tanto de individuos ~anos cotno de los pacientes con LEG 
tienen actividad de IL-4, ya qt1e it1crcmcnta la actividad prolifc­
rativa de las célulus T en prcscnciu. de dosis submitogénicn:.; de 
FHA, induciendo además la eY.prcsión de CD23 en los linfocitos B 
nonnalcs (84,24). 
Basados en esto, considcr•!mos que gran parte de las acciones 
descritas tanto para las célul.:is B normales como las de los sujetos 
con LEG en nuestro cGtudio, cst<in du<las por la IL-4 que sumada 
su interacción con otras, posiblemente presentes en los sobrcnudan­
tcs, nos aclaren las diferencias tanto en la proliferación como en 
la di~erenciación en nuestros hallazgos. 
Además, hay otros trabajos que apoyan estas observaciones, como 
el de Martinez-cordcro E. y cols. (73}, cuyos resultados, no 
difieren en las concluGiones a nivel de los efectos de los factores 
de crecimiento y diferenciación de las células B, producidos por 
las células T. También, u.poyan que las células B de los 
pacientes con LEG se hallan hiperactivos, un hecho muy 
importante en la alteración a nivel de la inmunorrcgulación en el 
I ... EG. •ranilka y Cols. (75), demostraron que estos factores que se 
producen en forma autócrina por las células B en los pacientes con 
LEG podrían contribuir a la hiperactividad de estos linfocitos 
produciendo los auto-anticuerpos. Aportan que podria tratarse de 
la IL-4, IL-5, IL-6 que actuarian en sinergismo en las fases de 
proliferación y diferenciación de las células B. 
No se vió el efecto de diferenciación de los sobrenadantes de 
linfocitos T en las células B normales, pero si se observó en 
los pacientes activos con mayor producción de tipo IgG e IgM, 
siendo semejante el efecto en los pacientes con LEG activo. 
El factor de proliferación que se obtuvo por la IL-4 de los 
sobrenadantes de las células T de los pacientes con LEG activo e 
inactivo, tuvieron un efecto de proliferación en las células B 
normales y mucho más cuando se les agregaron a las células B de los 
individuos con LEG activo e inactivo. Esto nos podria sugerir que 
los linfocitos T de estos pacientes, secretan en mayor cantidad 
ésta citocina, la cual hace que proliferen más y por ende, 
nuevamente el estado de hiperactividad de las células B de los 
pacientes conducen a un mayor efecto de proliferación y diferen­
ciación produciéndose los auto-anticuerpos. 
Es asi como se pudo observar que los sobrenadantes de los sujetos 
tanto activos como inactivos, conducían a las células B normales 
estimuladas a producir sus propias inmulnoglobulinas. La máxima 
proliferación, con la subsecuente producción de IgG se observó 
cuando se agregaron los sobrenadantes de las células T de los 
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pacientes, principalmente de los activos. Esto explica 
fonna como se produce la hiperactividad de las células 
patologia, conduciendo a todas las manifestaciones 
propias de una enfermedad autoinmune. 

de alguna 
B en ésta 
clinic1:.s, 

Se demostró también que la combinación de IL-4r/IL-2 producía un 
menor efecto proliferativo en las céJulas B normales. Esto 
ocurrió de igual manera en las células B de los pacientes, 
principalmente los activps. 
Recientemente se demostró que la IL-4 , sobre la respuesta de 
la!l células B normales humanas, tiene un efecto inhibitorio. Se 
sabe que esta citocina, es una señal 't_cmprana en la activación Y 
que regula en forma ncgutiva la- uccié·n prolifcr3tiva pero, no la 
diferenciación de las células B (32,33). 
Nosotros hallamos que al agregar la IL-41:/IL-2, se producía una 
menor proliferación en las células B de los pacientes, 
principalmente los que estaban activos, esto De podria c>:plicar, 
por el hecho que sus células B estaban la mayoria de ellas en un 
estadio de diícrcnciaclón y no podrían difcrcncinrsc. 
Por otra p<1rte se dc¡;iostró un efecto sinergico de estas dos 
citocinas, cuando realizamos los experimentos para la diferencia­
ción de las células B. 
El efecto de diferenciación de los sobrcnadant:cs de las células T 
de los pacientes, se han podjdo adicionar a la IL-4, la acción de 
otros factores presentes en el mismo, corno la IL-5, la IL-6, 
conocidos como factores de diferenciacion. Estas citocinas 
interactuarían y se llevaría a cabo Una mayor secreción de 
inrnunoglobulinas en las células B de los pacientes. 
Observamos, una mayor producción de IgG en las células B normales 
tanto sin estimulo como estimuladas y en menor escala se dió la 
producción de IgM. El mayor efecto para la secreción de IgG e IgM 
se observó en los pacientes activos. 
Además, concluimos que la IL-2 no tuvo efecto proliferativo en las 
células B normales en reposo; en los pacientes con LEG activo e 
inactivo, tanto en condiciones basales corno estimuladas, se observó 
una actividad proliferativa pero, mucho menor que la producida, 
cuando las células B fueron sometidas a los otros estimulas. 
En las células B normales estimulados si hubo un efecto de 
diferenciación, siendo mayor la producción de inmunoglobulinas en 
los pacientes activos. 
Con respecto a estos últimos resultados pode1nos recordar que la 
participación de todas estas interleucinas, es una red intrincada, 
en donde ellas van a cumplir sus funciones biológicas en diversas 
células blancos, principalmente las células B. 
Normalmente, la IL-1 es un producto de secreción de los macrófagos 
bajo un estimulo antigénico determinado¡ este factor tiene efectos 
de amplificar las reacciones en la respuesta inmune, como la acción 
que desempeña sobre las células T cooperadores, para que estos se 
activen, proliferen y secreten una serie de mediadores solubles, 
entre ellos la IL-2. Este factor por un mecanismo autócrino activa 
a las células T y se secretam diversos factores, como son la IL-5, 
la IL-6, considerados esencialmente corno factores de 
diferenciación, que actúan sobre las células B, para la producción 
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de anticuerpos. 
El menor efecto proliferativo que observarnos, al agregar la IL-2 
en las células B de los pacientes, tanto en reposo como estimuladas 
son SAC, puede deberse a una alteración en los receptores para este 
mediador en las células B, como parte de las alteraciones en el 
circuito de inmunorrcgulación, apoyado tJor varias publicaciones 
donde demuestran que la producción y actividad de la IL-1 e IL-2 
se encuentran disminuidos en los pacientes con LEG (72, 73). 
Por otra parte, e~ posible que la mayoría de las células B de los 
pacientes con LEG ya se encuentren diferenciados y por ello no 
responden a una fuente cxógcna ele IL-2. 
Lu ausencia de efecto Uc la IL-2 las cólula5 B normales s.in 
estimulo, es explicable ya qua cstns necesitan ser prcactivadas, 
r;nra que cxprr'scn sus receptores pura la IL-2. 
Podríamos ampliar lo dcinostru.do en este tru.bajo, con relación al 
efecto de difcrcnciu.ción de las cClulas B de los pacientes con LEG, 
el currl fue mél.s evidente que el c[ccto de proliferación, citando 
al tr<1bnjo realizado por Tannka y cols, (75), ql1ie.ncs ob~ervaron 
que las células B de los pacientes con l,EG, tuvieron una marccida 
producción de inmunoglobulinas, cuando a dichas cClulas se les 
agregaba su propio sobrcnac~antc. concluyendo que las células B de 
dichos pacientes, secretan por si mismos sus propios factores de 
crecimiento y diferenciación. 
Podriamos hipotctizar, si agrcgararnos la IL-4 en combinación con 
la IL-5 o la IL-6, por el estado de hiperactividad de las células 
B seria mayor la secreción de inmunoglobulinas, que lo observado 
por nosotros cuando los estimulamos con la IT ... -4r/IL-2: es posible 
esta Gugcrcncia ya que es bien conocido el efecto de estos factores 
en la diferenciación. 
En el fenórneno de autoin1nunidad que caractariza al LEG, es 
relevante hacer notar, el estado de hiperactividad en que se hallan 
las células B de estos pacientes, y es asi como se pudo evidenciar 
que aún sin ningun estimulo, los efectos de proliferación y 
diferenciación son 1narcadamante diferentes, como lo demostrarnos por 
los resultados observados en el análisis estadistico. 
Las células B de estos pacientes por alteraciones intrinsecas de 
las mismas ó por un mecanismo aún sin aclarar, seguramente podrian 
poseer mayor número de receptores para la IL-4 y esto explicaría 
la mayor proliferación por parte de las células B, con relación a 
las observaciones en los sujetos sanos. 
Asi mismo, la producción incrementada de inmunoglobulinas, 
principalmente la IgG, es debido al estado de hiperactividad en que 
se encuentran las células B, la mayoria de las cuales están 
diferenciados. 
Por otro lado, la producción incrementada de la IL-4 en los 
sobrenadantes de las células T de los P?Cientes, puede dar cabida 
a dos aspectos de discusión, en primera instancia la mayor 
secreción de éste factor puede propiciar un mayor estimulo, para 
las células B, considerando además, que pueden existir en estos 
sobrenadantes, otros factores que contribuyan a los efectos de 
diferenciación y proliferación. En segunda instancia, podria 
suceder que la actividad biológica de la IL-4, obtenida de los 
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sobrenadantcs de lns células T de los pacientes, sea más activa 
que ln producida por las célulns T de los individuos sanos, 
incrementado la proliferación y di fercnciación de las células B de 
los pacientes, en comparación con los resultados de los controles. 
El mejor conocimiento de este gran número de interleucinas nos 
conduciría i11dudablcme11te a una mejor explicación de la 
hiperactividad policlonal da las célulus B y la producción de auto­
anticuerpos en loo sujetos con LEG. 



CONCLUSIONES 

- Con relación a la metodologia, para la producción de la IL-4 por 
los linfocitos T de individuos sanos, para considcrurla como patrón 
para el estudio Uc la producción de éste factor en ·los pacientes 
con r~EG, pudimos concluir que los sobrcnadantes de las células T 
serian utilizados sin diluir y dcbian 5cr estimulados con ConA a 
una concentración de 2 µgr/ml y posteriormente se incubarían a 
37•C, para poder ol:-tcner las mejores resultados de cstimulución de 
los linfocitos B, t<.tnto de. los controles como de los paciente. Asi 
raismo, :;e estandarizó lu conccnt:rución que dclJcria ser utilizada 
de IL-4r y la IL-2. 

Hallamos diferencias en los rasultados obtenidos en la respuesta 
de Jns cólulns B de los p~ciontcs, en relación a los controles: 

- Hubo una mayor diferenciación de las célulus B de los pucicntcs 
cuando les ugrcg.::nnos IL-4r y la combinación de IL-4r/IL-2, y un 
1;icnor efecto de proliferación. 

Se observó 
produciéndose 
principalmente 

un cfect:.o sincrgíco dudo por la IL-4r/IL-2, 
una lnayor secreción de inrnunoglobulinas, 

la IgG. 

-J{ubo un menor efecto de proliferación, y de diferenciación cuando 
las células B de los pacientes y controles fueron estimulados por 
la IL-2. 

Se encontró un incremento en la producción de la IL-4, 
principalmente por las células T de los pacientes activos y se 
observó que las células B de los paci~ntes al ser estimulados por 
los sobrenadantes de las células T de los mismos, se obtuvo un 
mayor efecto de proliferación y diferenciación. 

Con relación a la respuesta de las células B a los diversos 
estímulos en los individuos sanos, concluimos: 

El efecto de proliferación de las células B, 
estimularon con los sobrenadantes de las células 
pacientes, fue semejante al hallado con el estimulo de 

cuando se 
T de los 
la IL-4r. 

Hubo una mayor proliferación de las células B cuando se 
estimularon con los sobrenadantes de las células T de los 
pacientes, principalmente los que padecían de LEG activo y se 
observó una respuesta proliferativa semejante cuando las células 
B fueron estimuladas con IL-4r/IL-2 y la IL-2 sóla. 

- Con respecto a la diferenciación en las células B normales, no 
se encontró una producción de inmunoglobulinas en concentraciones 
considerables, cuando se sometieron a los diferentes estimules, 
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excepto del efecto producido por la IL-4r/IL-2, donde si se observó 
mayor producción de inmunoglobulinus, principalmente IgG. 
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ANEXOS: 

Reactivos: 

Ficoll/Hypaque (FH)* 

Suero Bovino Fetal* 

Anti-Ig::; con fluorcsccina• 

l·Jedio de· cultivo RPI·iI-1640* 

Penicilina/estreptomicina* 

- ConA* 

FHA* 

Ti1nidina tritiada (J~cw England N'uclear-Boston ?-fass) 

Fragmento F {ab) 1 anti-IgG.* 

Twcen 20 (BIOMD Laboratorics - Richmond Calif). 

Anti-Iglof ó Anti-IgG znarcnda con fosfatasa alcalina* 

P-nitrofcnil fosfato* 

Acido sulfúrico (J.T Baker Analizacd Xalostoc -
1'Iéxico). 

Anti-CD~ ó OK'J~ (sobrenadante de 1a linea celular 
CRL 814¡. 

Anti-osa2 ó oka7 (Ortho Diagnostic systcms lnc. 
Rari tan - NJ) • 

Complemento de conejo (Peel freez - Brown Deer 
lVisconsin - USA) • 

IL-4r (Genzime, Basten Mass.) 

IL-2 (Sobrenadante de la linea celular Jurkat) • 

Antisuero HB-5 y I-JB-2 {Ortho Diagnostic Systems Inc. 
nari tan NJ) • 

Azul tripano* 

* Sigma Chemical ca. st. Louis Mo. USA. 
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Solución PBS Preparación: 

Nacl. . • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 15. Jgr 

Na2HP04• • • • • . • • . • • • • .. • • • • • • • 7. 6 gr 

KH,Po, •••••••••..•••••••••••• 0.125 gr 

H2o Destilada ................ c.b.p 2 litros 

PH (7 .4) 

Solución de Curbonato 

NaHco3 .••••••••.•..••••.••..• 2.1 gr 

Na2co3 . . . • • . • • • • . . . • • . • . • • . . . o. 53 gr 

H20 Destilada ................ 60 ml 

Pll (9 .5) 
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MATERIAL: 

Cajas de petri {crive - Vela Plastic S.A. J1éxico) 
J.ficroplacus de 96 pozos (Nunc Intcrmcd, Kamstrup, 
Dcnmurk) 
Filtros (0.22 mm J·i.illipore Products division - Bed 
Ford Ma.) 

EQUIPOS: 

Incubadora {37°C) (NARCO ~200) 
Centrífuga (temperatura ambiente - DAMON/IEC DIVISION 
CU-5000) 
Centrífuga (temperutura 4ºC- DAMON/IEN DIVISION 
DPR-6000) 
Microscopio de Inm1inofltloreccncia (Zciss - West 
Germany) 
Congelador (-2oºc - PHI!,IPS) 
Congelador (-7o0c - Reveo Ultra low) 
Espectrofótometro (Titertek multiskan) 
contador de Centello (Packard tri-carb modelo 3255) 
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