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INTRODUCCION

Los linfocitos son células heterogéneas, que participan en forma
esencial en la respuesta inmune y se agrupan en dos clases
principales: células T y cé&lulas B.

Las células precursoras de las células T, se originan en la médula
ésea, siendo necesario que emigren al timo en donde maduran y se
diferencian después de interactuar con las células estromiticas
timicas, para transformarse en células funcionalmente competentes.
Las células T estan - representadas por tres subpoblaciones
principales, las células T cooperadores, gue come su nombre lo
indica, colaboran con otras células, principalmente las células B,
para ¢ue secreten sus anticuerpos; las células T suprcsores cuya
funcien es limitar 1la respuesta  inmune y las  células T
citotdxicos. Las células T cooperadoras se les denomina CD4 ¥y a las
supresoras/citotoxicas, €D8, existiendo en condiciones normales una
relacién entre ellas en el tejide sanguineo de 2:1.

Las subpoblaciones de células T no so6lo dificren en sus marcadoras
de superficie, sino gue ademds presentan funciones efectoras
especificas dentro de la cooperacién celular.

Dentro de las cdlulas CD4 positivas, ewisten las inductoras y las
propia: ente cooperadores gue reconocen los antigenos en asociacién
con la: moléculas clase 1T del complejo mayor de histocompatibi-
lidad cCPH.

Existen dos subclases principales de células CD4+, cada uno con un
papel distinto en la inmunidad: las células T CD4+ (tipo 1I)
denominados de tipo inflamatorieo, que son regueridos para una
respuesta inmune efectiva contra patdgenes intracelulares y las
células T CD4+ (tipo II), gue son esenciales para una respuesta
‘inmune humoral contra patdgenos extracelulares.

Estos subtipos de poblaciones celulares tienen distintas funciones
como la secrecion de mediadores solubles, vias de activacion y
marcadores de superficie. S6lo se han caracterizado en el ratdn y
rata y parcialmente en el humano (1).

Las células B o linfocitos formadores de antlcuerpos, provienen de
precursores inmaduros gque abundan en la médula osea. Cuando
estas células maduran, se hallan en los drgancs linfoides, en
grupos denominados foliculos linfoides.

Las células B interactdian con un antigenco mediante moleéculas de
anticuerpos unidas a sus membranas plasmaticas, gue actian comeo
proteinas receptoras. Después de la interaccién con el
antigeno y las células T, las células B se diferencian en
células formadoras de anticuerpeos, llamadas células plasmidticas,
las cuales secretan anticuerpos con la misma especificidad para el
antigeno gue la hallada en el receptor de la c¢élula B del que
proviene.

La interaccién de las células T cooperadores con los determinantes
antigénicos, presentados por el macréfago, en el contexto de
las moldculas clase II del CPH, constituyen un pasco fundamental
en el proceso de la respuesta inmune,
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El proceso de maduracidén y de diferenciacidén de las células B que
involucra la transformacidn de cdlulas plurlpotenclales a células
secretoras de anticuerpeos y requieren de dos ciclos: uno de
proliferacidén y el otro de diferenciaciodn.

El primero de ellos se efectiia en un dérgano linfoide
primario, constituido en las aves por la bolsa de Fabricio, en
los mamiferos, por el higado durante la vida fetal y médula osea,
posteriormente. Este proceso no requiere de la participacidn de
antigeno y genera las clonas de células B inmunocompetentes, que
son cclulas B pequefias en la fase Go del ciclo celular y cmigran
a los drganos 1linfoides sccundarios, en donde la mayoria de ellos
son capaces de expresar inmunoglobulinas de guperf1c1e.

El segundo ciclo, de proliferacién y de diferenciacidén celular,
tiene lugar on los érganos linfoides secundaries y requiere 1la
participacién del antigenoc, permitiendo la formacidén de células
secretoras de inmunoglobulinas., A esto se le conoce también con
el nombre de activacidén de células B.

Esta activacién, se divide en des ectapas: la de inducecidn,
relacionada con los cambios fenotipicos 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
diferenciacion. Esta, a su vez, pucde disociarse en una fase de
expansién clonal y otra de maduracién.
Normalmente, cuande un antigeno es captado por les macrofagos,
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 numerc de medladeres solubles como el
interferon v (IFN- 7 ), interleucina 2 (IL-2),interleucina 3 (IL-3),
interleucina 4 (IL-4),interleucina 5 (IL-5) e interleucina [
(IL-6). Estos mediadores van a cumplir sus funciones en diversas
células blancos donde actuan, principalmente en la célula B, para
la produccidon de anticuerpos.
El concepto de cooperacién celular entre las células T y B,
aparece desde el momenteo en que se¢ demuestra la participacion de
las células T en la produccién de anticuerpos. Para explicar los
mecanismos de cooperacidn entre ambos tipos de células, se
postularon varias hipdétesis. La de mayor -relevancia, es el modelo
de mediadores s=oclubles liberados por el timo gque propone la
necesidad de dos sehales para inducir a un linfocito a producir
antlcuerpos.
La primera es el resultado de la interacecién entre la inmunoglo-
bulina de superficie de la célula B y el antigeno. La segunda a
través de un mediador soluble antigenc-especifico liberado por la
ceélula T al ser estimulado por el antigeno.
Este uvltimo modelo, que tiene como célula blanco a la célula B,
permitid® el inicio del estudio de las linfocinas que intervienen
en la produccidn de anticuerpos (2).
Un factor de crecimiento de células B (FCCB) diferente de 1la
interleucina 2 (IL-2) fue descrito por Howard y cols. (3). Se
cbtuvo del sobrenadante de cultivo del timoma murino EL-4,
estimulado con acetato de forbol miristato (PMA) y la actividad
bioldgica de este sobrenadante aumentd la proliferacidn de las
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células B estimulados con anti-IgM. :
Al sopeterlo a cromatografia de filtracion, se encontrd 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. Adenis, al absorber la
fraccién de 18 KD con una clona de células T dependientes de la
IlL-2 (CT-6) no se perdid la capacidad del FCCB; el mismo resultado
se obtuvo cuando se abisorbid el sobrenadante total.

Finalmente, a través de un proceso de purificacién gque incluia
precipitacidén con sulfate de amonio (80-100% de saturacidn),
cromatografia hidrofdébica, iscelectroenfogue preparative ¥y eclec-
troforesis preparativa en geles de poliacrilamida con dodecil
sulfato de scodio (SD5-PAGE), Farrar y cols. (4), lograron una
completa separacién del FCCB de la IL-2.

Las caracteristicas quimicas del FCCB fueron las siguientes: poce
hidrofdébico, PI (9.3) y un peso nolecular de 11 y 14 KD, en dos
ensayos independientes.

Swain y cols, (5), demostraron que pucden distinguir dos tipos de
FCCB, uno denominado FCCB-I y el FRT que recibidé el nombre de
FCCB II; Dutton y cols. (6), establecieron una purificacidén y
caracterizacién bioquimica de este factor también obtenido de
sobrenadantes de timoma EL-4.

Vitetta y cols. (7), describieron un factor de crecimiento ¥y
diferenciacidn de células B, el cual estimuld la secrecidn de los
isotipes de innunoglcobulinas y ademds, mididé la cantidad de ARN
mensajero de estos isotipos, el cual hallaron aumentado.

‘Todos estos trabajos, se han considerado como antecedentes de la
actualmente conocida interleucina 4 (IL-4) o factor estimulante
de ccélulas B-I (BSF-I).

Una de las principales actividades bioldgicas de la IL-4, es su
efecto estimulante sobre células B. Ademas, se ha estudiado su
accidn sinergista y antagonista con otros mediadores solubles (8).
Hasta el momente, se conoce que la IL-4 es secretada por las
células T CD4+ ({tipo II), por 1o tanto participa en funciones de
cooperacidén para la respuesta inmune humoral.

La obtencion del BSF-I se realizé, mediante la purificacion de
los sobrenadantes las células T murinos o la linea celular de
timoma (EL-4), estimulados con mitdgenos, antigenos o acetato
miristato de forbol (PMA). Tanmbién se obtuvo mediante la tecnolo-
gia del ADN recombinante.

La IL-4 murina, bioguimicamente se +trata de una glicoproteina
monomérica, cuya estructura primaria estda constituida por una
secuencia lider de 20 aminoacides, ( a partir de éste pépti-
do, se construyd el antipéptido conocido como anti-IL4 o 11Bll}.
Su peso molécular es de 20 KD, con un PI de 6.4 a 6.7. No difiere
en su pesc molecular de la IL-4 humana siendo sus funciones
bioldégicas idénticas(9, 10).

Con respecto a las caracterdisticas genéticas, los genes aque
codifican para la IL-4 muripa y humana, se caracterizaron muy
recientemente y se hallaron localizadeos en el cromosoma 11
y 5 respectivamente ; ambos genes estdn compuestos por 4 exXones
¥y 3 intrones. Se encontrd cierta homologia genética con otras
citocinas principalmente, IL-2,GM-CSF, IFN-7.
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Se ha descrito el papel de varias interleucinas participande -en
la mielopoyesis. La IL-4 sdla y en combinacidn con otros factores,
tienen efectos de proliferacién y diferenciacidn de casi todas las
células precursoras hematopoyéticas (11-13).

Se hallé 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 resultd ser un complejo con una constante de disociacidn
aproximadamente de 80000 Mr. (14}.

En varios i{rabajos se ha demostrado el efecto del BSF-I, obtenido
de los sobrenadantes de la lineca celular EL-4, leos cuales al
agregarse a las células B, previamente estimuladas con anti-IgM &
SAC, por periodos de 24 y 36 horas, se observaba un cfecto de
proliferacidn. Esta accidn era potencializada por el IFH-1, el cual
inducia la expresion de receptores Fc en las ceélulas B (15-17).
Se demostré gue la IL-4, induce selectivamente la secrecion de
ciertos isotipos y subtipos de inmunoglobulinas. En diversos
trabajos, han utilizado sobrenadantes de la linca celular EL-4 6
lineas celulares T cooperadores ¥y los agregaban a las células B
murinas estimuladas con LPS, se producia la IgE, IgM ¥ la IgGl;
este cofecto era inhibido por el antisuero 11B11 (18-22).

Ho obstante, han demostradec que la IL-4 facilita la secrecidn de
IgE, IgM y 1la IgGl; observando una marcada supresién en la
secrecion de IgM, IgAa, IgD, IgG3 e IgG3b (23,24).

burante el proceso de activacion, las células B estimuladas, por
la IL-4, expresan un receptor para el fragmento Fec de la IgE
{IgE/FCcERI), este receptor se hallé en” células cebadas Yy
bastfiles y se le denominé, molécula cD23.

Se produjo y caracterizd un anticuerpo monoclonal, denominado Acm.
25, especifico para el antigeno €D23. El fendmeno de produccidn
de IgE y expresidén de D23, es inhibido por la PGE2, anti-CD23 e
IFN-7 (25-27). La IL-4, también aumenta la expresidén de moléculas
‘clase II del CPH, en la membrana de las células B en reposc(28,29).
Varios autores han demostrado que el IFN-7r y la PGE2, inhibieron
la expresion del antidgeno CD23 y las moléculas clase ITI del CFPH,
a través de un mecanismo diferente, =in alterar la unidén de IL-4
a2 su receptor (30,31).

También, se ha estudiado el papel de la IL-4/IL-2 scbre las células
B normales estimuladas con SAC, las células B monoclonales de
pacientes con leucemia linfocitica crénica y en clonas de células
B. En varios trabajos se pudo demostrar que la IL-4 se regueria
en las primeras 24 horas del cultivo y se evidencié un efecto
inhibitorio en la proliferacién pero, no en la diferenciacion,
cuando agregaron el IFN-r, este dizminuyd el efecto supresor de la
i1L-4 en la proliferacidn (32-35).

Diversas interleucinas, tuvieron accidén scbre la respuesta dada
por las células B. En un trabajo, se demostréd maduracién de las
células B murinas en reposo y propagaron la proliferacién de
blastos activados (37).

La proliferacicon y diferenciacidn de las células B se da en
respuesta a varias interleucinas. Se ha comprobado gue la IL-2 ¥
la IL-5 tienen efectos de diferenciacién y la IL-4 efecto
proliferativo en las células B activadas. HWo obstante, observaron
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su accidén cuando agregaron la IL-2 y la IL-4 en los estadios de
maduracidn.

Los autores los cuales concluyeron que el nivel maximo de respuesta
de estas células preactivadas para diferenciarse, era bajo la
accidén de la IL-2 ya que la IL-4 antagonizd el efecto proliferativo
de la primera, pero no la accién de difercnciacidn. ademas,
hipotetizan que la IL-4 séla, no pudo promover la proliferacidn
y diferenciacién de blastes de cdélulas B murinas estimuladas con
anti-TIg; sugiriendo gue otras linfocinas se requirieron para
facilitar la secrecién de IgGl. penostrando adends, que este
factor era indispensazble en las primeras 48 horas y las ultimas
24 del cultivo, cuando agregaron IL-2 e IL~5 se produjo la
secrecion de IgGl e IgA (38,39).

Melchers y cols. (39), clasificaron a esta citocina, dentre de los
factores producidos por las celulas T activados y propusicron gue
dicho factor actuaba en 1la fase G2 del ciclo celular de las
células B activadas por antigenos o anti-Igs, considerandose por
lo tante, como un factor de diferenciacidn.

Por el contrario, Howard y Paul, propusieron gue las células B en
reposo, cuande se estimulan con anti-Igs ¥y se les agregaba la IL-4
esta actuaba cn la fase temprana Gl del cicle celular, por 1lo
tanto, le consideraron como un factor de proliferacidn,

Hasta el momento, varios autores han plantecado el mecanismo de
accién de la IL~4 en las cdélulas B.

Se sabe gue esta citocina se une a un receptor de alta afinjidad,
con una constante de disociacion aproximadamente de axio M M
y un peso molecular de 60-70 KD en el ratén y de 140 KD en el
humano. Este proceso de unidn de la IL-4 a su receptor, presente
en la célula B en reposo, no induce el mecanismo del inositol, ni
la movilizacion de calcio, ni traslocacién de proteina cinasa C en
la superficie de las células B, o depolarizacidn de la membrana.
‘Cuando la IL-4 se une a su receptor presente en células B activa-
das por entrecruzamiento de las inmununoglobulinas IgG/IgD
secretadas para un antigeno, este fenodmeno conlleva a la activacion
de la fosfolipasa C gue <conduce a la hidrdlisis del
fosfatidilinositol difeosfato ¥ diacilglicerol, formandose
fosfoinesitol trifosfato, el cual estimula la liberacién de iones
de calcio del reticulo endoplasmico.

El calcio liberado y el diacilglicerol producen traslocaciaon de
las proteinas cinasas C a la membrana plasmitica, ocurriendo
fosforilacion de las proteinas de la nmisma.

El cambio de PH intracelular Yy 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 transcripcién de genes que codifican para c-feos,
C-Myc, Ia.

Lo mas claro hasta el momento es que la IL-4 unida a su receptor,
parece traducir senazles de via de activacidn de cinasas asociadas
a membrana, fosforilando las proteinas (40-43).

El espectro de accién 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 diferenciacidn
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en células inmunccompetentes, como células citoliticas ante un
estimulo antigénico especifico.

Los linfocitos T CD4+ (tipo II) no secrctan, ni requieren de IL-2
para su proliferacidén, para ello, soélo dependen de la IL-4. Este
subgrupe de células T es aparentenente, el mas importante en la
induccidn de la respuesta inmune humoral, nientras que las celulas
T CD4+ (tipo I) participan fundamentalmente cn recacclones de
hipersensibilidad tardia.

La IL-4 recombinante y la obtenida de los sobrenadantes purifica-
dos, ¢és un potente coestimulante de células T humancs y nurines en
repose ¢ estimelados con PMA , ¢l factor facilité el aumento del
volumen celular e incrementd la sintesis de ADN. Ademas, causo un
efecte proliferative en cultives de largo tiempo de 1lineas
celulares T dependientes de IL-2, come la HT-2, tamhién en clonas
de células T CD4+ (tipo II) , las cuales bajo un estimulo
antigénico secretaban sus propias interleucinas. Aparentemente,
parece gue la IL-4 induce primariamente el crecimiento de 1las
células cooperadoras, por un mnecanismo autdcrino, también induce
la activacion y diferenciacidén de células B.

El efecto de preoliferacion de la IL-4 fué inhibido por el 11Bl1,
con el propdsito de descartar que esta accicén no era producida por
la TIL-2 (44-47).

En varios trabajos, se examind la regqulacicén de células T
citoliticos y células LAK (células ascesinas, por efecto de IL-2)
por accion de la IL-2 y la IL-4. Observandose gue la generacidn
de células T citeolitices, #e incrementd por el BSF-I, no siendo
igual para la actividad inductora de las LAK; en ambos tipos de
células, la IL-2 las condujo a cumplir sus respectivas actividades
biologicas (48-54).

La IL-3 y la IL-4, actuando conconmnitantemente, fueron capaces de
inhibir la funcicon de las cdélulas IAK, también se ha observado gue
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 poblacidén diferentes
de las células T, cuya actividad citotdéxica, no estd restringuida
por el CPH. Se demostrd que la IL-4 tiene un profundo efecto
inhibitorio de la activacion de células.NK mediada peor 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, 1llevando a un fendmeno de
sinergismo poduciendo un efecto proliferativo, dado por ambas
citocinas (57).

También se observd, al agregar la IL-4 en combinacidén con la IL-6
a timocitos estimulados por PMA, gue maduraban y desempefaban sus
funciones como células inmunocompetentes. En lineas celulares T,
como 'la HT-2 y la CTLL dependientes de IL-2, proliferaron en
presencia de IL-4 mds el GM-~CSF (58,59).

Se ha demostrado el efecto de la IL-4 como factor activador de los
macroéfages. Asi, el BSF-I en combinacién con el IFN-7 estimuld 1la
expresién de moléculas clase II del CPH , el antigeno CD23,
incrementdé la produccién de €2 en los macrofages y aumentd la
habilidad de la misma como célula presentadora de antigeno. (60~
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62).
Me Innes y cols. (63), observaron gue al agregar c¢ste factor a
cclulas precursoras de nonocitos, en cultives de varies dias; se
incrementd el porcentaje de formacidn de nucleos en las células
gigantes multinucleadas. El mayor numero de nucleos seé observé a
los 6 dias del cultivo, concluyende que la IL-4 tiene un efecto
de nmnaduracién en los macréfages, y on combinacidn con los IFNS{
T B s ) Y estinulan la actividad tumoricida dependlcnte de
anticuerpos (64).

Esta citocina, induce maduracidén y diferenciacidén de mastocites
del tejido conjuntive en sinergismo con la IL-3 y la IL-5, aubgue
la prirera actia en fase mas temprana gue la segunda. La IL-4
con la IL~-5 puede interactuar para promover la diferenciacidn de
los coninéfilos (65-69).

El BSF--I, promucve la sintesis de ADN en los fibroblastos murinos
e inmortalizados, posiblemente a través de receptores de super-
ficie (70).

En células B normales y de pacientes con leucemia linfoeitica
crénica, se comprobd que disminuyd la expresién de la wmolécula cD5,

presente en la membrana de éstas ccélulas (71).

Mediante esta revisién de los diversos efectos del BSF-I, podemos
concluir que juega un papel primordial en la amplificacidén de la
respuesta inmune humoral; no obistante, el efecto de este factor
en patologias del sistema inmupe no ha sido evaluado. Tal es el
caso del Lupus Eritematoso Generalizado (LEG), motivo gque llevd a
cabo este trabajo.

En términos generales, el LEG es el prototipo de pateologia auto-
inmune, de eticlogia desconccida, censiderada como un trastorno
de 1la ipmunorregulacién gque =se caracteriza por varias
alteraciones inmunolégicas, principalmente en 1la funcidén de las
células T y B.

Puede resultar de la intericcidn de varios factores como 1los
genéticos, sexo, raciales, hormonales y ambientales.

El hecho béasico de estos trastornos, reside en la hiperactividag
de las cdélulas B, produciéndose hipergammaglobulinemia con la
secrecidn de miltiples anticyerpes, contra los antigencs propios
(auto-anticuerpos) o extranos.

La hiperactividad de las células B puede expllcarse por:

1) Un trastorno intrinseco en las células B para responder a los
diversos factores de crecimiéntos y diferenciacidn.

2) Una disminucidén en la -funcién de las células T supresoras gue
provoca un descontrol en la actividad de las células B.

3) Un aumento en la funcidn de las células T de ayuda.

4) Un defecto en la comunicacion intercelular, por trastorno a
nivel de los macréfagos, asi como la produccidn y actividad de
los mediadores solubles, producidos por las diversas células duea
desempefian un papel impertante, para que desencadenen una respuesta
inmune normal.

Se han realizade varios trabajos, que afirman hechos gue revelan
anormalidades en el circuite de la inmunorregulacion en el LEG,
no so6lo en l1la interaccidn celular, sino en la activacidén y
respuesta a las interleucinas, lo cual de alguna manera, tiende a
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favorecer o incrementar la proliferacion o diferenciacidn de
células B.

Varios autores han demostrado las diferentes alteraciones, en la
produccion y actividad de algunas citocinas. Asi, se ha comprobado
gue existe un defecto en la actividad y produccidon por los
macréfagos de IL-1 , en los sujetos con LEG, adoemds, en la
respuesta de las células T a la misma (72).

Tambidén comprobaron gue la produccién de IL-2 y respuesta de las
células T a la umisma, se hallaba disminuida (73) y Ademds, obser-
varon que las células B de los pacientes con LEG, tenian una
marcada produccidn de factor de creciniento y diferenciacidn. de
ceélulas B (FCCB y ¥FDCB) (74). Simultancamente, estos factores
también fucron investigadeos cn el LEG, demostriandose gque se
producen en forma aumentada por las células B mediante un mecanismo
autécrino, le cual contribuye al aumento en la proliferacién vy
diferenciacidn de las mismas (75).
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JUSTIFICACION

Las alteraciones en las células B de los pacientes con
Lupus Eritematoso Generalizado (LEG), puecde obedecer a
diversas alteraciones intrinsecas ¢ de los mediadoéres
solubles cue modifican la funcidén de los linfocitos B,
con la subsecuente secrecidén de auto-anticuerpos.
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HIPOTESIS

Es posible que la produccion de IL-4 esté alterada en las gélulas
T de sangre periferica de los pacientes con LEG, en comparacidn con

las células T de sujetos sanos.

Las células B de los pacientes con LEG, tendréan posiblemente una
respuesta alterada a una fuente exdgena, normal de IL-4r, a los
sobrenadantes de las c<dlulas T de individuos sanes y de los
pacientes & al agregarles a las células B, IL-4r/IL-2 e IL-2 sdla.

OBJETIVOS

Estandarizar el método para la produccién de la IL-4 en células T
de individuos normales y determinar su cinética, para considerarla
como patrén en el estudio de la produccicdn de éste factor en los
pacientes con LEG

Analizar la diferencia en que se presentan alteraciones en 1la
rospuesta de células B, bajo el efecto de la IL-4, al establecer
comparaciones con los resultados de los individuos normales.

Conocer la cinética de la producecidén de la IL-4, mediante la
estimulacidén de las células T, con el nmitégeno, la concanavalina

A (Cond).

Estudiar 1la respuesta proliferativa 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 B normales Yy en la de los
pacientes con LEG.
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MATERTAL Y METODOS

S5e estudiaron (lS)pacientes de sexo femenino, con edades compren-—
didas, entre los 23 y 40 afios. Todos los pacientes, llenaron los
criterios establecidos, para el diagndstico de LEG , 5 de ellos
presentaban actividad clinica de la enfermedad (manifestaciones
renales, dermatoldgicas, artritis y hemateoldgicas) y/o serolégi-
cas como hipoconplementemia, trombocitopenia,® linfopenia y capta-
cién de ADN aumentada; los otros 10 pacientes, no presentan
actividad de su padecimiento. Al momento de su estudio, ningun
paciente recibia tratamiento con corticosteroides o
inmunosupresores. .

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

OBTENCICN DE LAS MUESTRAS: De cada individuo se exirajeron 60
militros de sangre periferica con Jjeringa heparinizada, bajo
condicicones adecuadas de esterilidad.

SEPARACION DE LAS CELULAS: Cada muestra sanguinca fue diluida con
un volumen igual de PBS y colocada sobre ficoll/hypague (¥F/H) de
una densidad de 1077 gr/ml, se centrifugd a 2500 rpm por 30 minutos
Yy a continuaeidn, las células mononucleares se obtuvieron de 1la
fase intermedia del gradiente, fuercon lavadas en tres ccasicnes con
PBS y centrifugadas a 1200 rpm por 10 minutos. Posteriormente se
determind la viabilidad celular en una alicuota, en presencia de
azul tripano y con la ayuda de un microscopio de luz directa.

Las células monconucleares se depositaron en una caja de petri 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 macrofagos, como se explicé
anteriormente, se incubaron las células restantes toda la noche a
4°C con eritrocitos de carnero al 4 % , para lograr la formacidn de
rosetas. Al dia siguiente, esta mezcla fue resuspendida en frio,
colocada sobre F/H ¥ centrifugada a 2500 rpm por 20 minutos a 4°C.
Se recolectd la fase intermedia gue contenia las células B y se
realizé un nuevo gradiente, en la mnisma forma descrita
anteriormente. El1 aislamiento de las células T se efectus,
colectando el precipitadeo del gradiente y lisando los eritrocitos
con cloruro de amonic al 0.83% en tris-HC1l PH 7.2, las células se
lavaron en PBS 10 minutes a 1400 rpm y se realizd otro lavado con
PBS, se centrifugé a 1400 rpm por 10 y se resuspendieron las
células T, ajustandolas con medic a una concentracion de 5x10
células/ml.

Para purificar més las células B, se les agregd 0.5 ml gdel anti-
CD3 (OKT3) por cada 10 millones de células, se incubaron en frio,
por 30 minuteos, se lavaron una vez con medio RPMI 1640 y se
centrifugd a 4°C, 10 minutos a 1200 rpm. Posteriormente se agregd
complemento de conejo diluido 1/4, 0.5 ml por cada 10 millones de
células, se incubaron a 37°C por 30 minutos, se lavaron una vez en
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medio RPMI-1640 y se centrifugaren a 1400 rpm por 10 minutos. Luego
se resuspendieron las cialulas y se ajustaron, en una concentracidn
de 3xio’ células/ml.

La pureza de las cdlulas B se comprobd utilizando los antisueros
OKB2 y OKB7, luecgo se les agregé anti-Igs (M 6 G) marcadas con
Eluoresceina. Se realizé el recuente en un microscopio de
inmunofluorescencia, obteniéndose un 95% de células B positivas
para IgM/IgG.

CULTIVQO CELULAR: Para lus cultivos celulares se utilizd el medio
RPMI 1640, suplcenmentado con penicilina (100 UI/nl), estrceptomicina
{100 pgr/ml), glutamina 2 mM y sucro fetal bovino (10%). Sc usaron
nicroplacas de 96 pozos, para incubar 100 microlitros de las
células B en una concentracion de 3x210° , se incubaron a una
temperatura de 37°C, en una atmésfera con co2 al 5% y humedad al
100%.

Las células T, en los tres grupes costudiados, se utilizaron a una
concentracion de 5%10% célulan/ml.

OBTENCION DE SOBRENADANTES DE LOS LINFOCITOS I' (ENRIQUECIDOS DE
IL-4): Loas primeros bicensayos gue se realizaron para la
obtencion de la IL-4 de los sobrenadantes de las células T de los
individuos sanes fueron los siguientes:

-Estandarizar la concentracion del mitdgeno (ConA) para la
estimulacién de 1las <cdlulas T, se utilizaron diferentes
concentraciones de Coni (0.5, 1, 1.5, 2, 2.5 pgr/ml).

Pudimos concluir, que al usar las eélulas T de los controles en
una concentracxon de 5x10° células/ml, en un velumen de 100
microlitros . més los 100 nmicrolitros de las diversas
concentraciones del mitdégeno, la maxima preliferacidn de las
células T normales, se obtuveo cuando se estimularon con 2 ugr/ml
del mitdgeno.

Una vez estandarizada la concentracién que se debia utilizar de
ConA, para estimular las células T , se realizaron los siguientes
bicensayos para saber el tiempo de incubacion ¥ para conprobar si
el sobrenadante debia ser utilizado sin diluir o dilvido, para
estimular a las células B de los controles y los pacientes.

—Los linfocitos T normales, que utilizamos en una concentracidn de
sx10® celulas/ml, estimulades con ConA (2 ugryml), los incubamos
a 37°C en diversos periodos de tiempo 24, 48, 72 y 96 horas. Para
obtener la IL-4 los absorbimos con celulas T estimulados con FHA
¥ con células B estimuladas con SAC, para eliminar la IL-2 y
factores de diferenciacién.

Los sobrenadantes absorbidos los usamos sin diluir y diluidos 1/2,
1/4 y.1/8, se les agregaron a las células B normales gue habian
sido previamente estimuladas con SAC y en condiciones de reposo ,
en cultivos de 72 horas.

La maxima proliferacidn gue se obtuvo de las células B normales fue
cuando se utilizaron los sobrenadantes sin diluir y habian sido
incubados a 37°C por 48 horas.

—Para la estandarizacién de la concentracion que debia ser usada
de la IL-4r, realizamos varios ensayos con células B estimuladas
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Yy sin estimale de individuoes saneos, para ver el efecto
preliferativo de este factor sobre dichas células.

Utilizamos 100 microlitros de las células B (3x10° células/ml), se
cultivaron en condiciones basales y estimuladas con SAC, por un
periodo de 72 horas y se les aqgregaron las diferentes
concentraciones de IL-4r, {600, 400, 100, 50 UI) hasta completar
las 48 horas del cultivo y poder wmedir la incorporacién de timidina
tritiada, para observar el efecto proliferativo, el cual fue mayor
cuando se usd la IL-4r en una cchcentracion de 600 UIL.

- La IL-2 que utilizamos, se obtuvo de la linea celular Jurkat,
cstimulada con FHA. Fue titulada tomando como refercncia una curva
estandar de IL-2 -recombipante, la cual se diluyd en difc rentes
concentraciones (200, 100, 50, 10, S Y 1 UI} y se probd su
actividad, con la linea celular CTLL dependiente de IL-2. Se
observé la concentracidn de IL-2 ccombinante que producia la waxima
proliferacidn de la linea celular; asi sce midisd la concentracién
de IL-2 gun contenian los sobrenadantes, la cual fué de 4 UI.
Posteriormente, los sobrenadantes de la linea celular Jurkat se
usaron en diversas concentraciones ( 4, 8, 16, 32, &4, 128 UI),
con previa concentracion, y se les aygregd a las células B en reposo
¥ estimuladas, midiéndose la incorporacidn de timidina tritiada,
la cual fue mayor cuando se¢ usd el sobrenadante gque contenia la IL-
2, en una concentracidn de 128 UI. (Ver pdgs. 17-20).

Como se explicé anteriormente, cuande Ya e cstandarizé 1la
obtencidn de los sobrenadantes de las ccélulas T para la obtencion
de la IL-4, se tomaron las alicuotas de los sobrenadantes de los
individuos normales y pacientes, se Lransfirieron a cdélulas T
normales previamente activadas con fitohemaglutinina {2ugr/ml),
se incubaron a 37°C, por un periodo no menor de 5 horas, luego
se centrifugaron y se¢ filtraron los sobrenadantes absorbidos, se
congelaron a -20° hasta el momento de ser usados.

Las células T normales activadas, gue se usaron para absorber los
sobrenadantes de las células T de los individuos sanos y de los
pacientes, se mantuvieron en cultivo, en mnedio completo
suplementado, con IL-2 al 3%, por un periodo no menor de 15 dias
de cultivo, estas células fueron usadas, en una concentracion
de 5x10° células/ml, para la absorcidén de la 1IL-2. Se usaron
ciélulas B normales activadas con SAC ( 174000 V/V ), en una
concentracion de 3x10° células/ml, mantenidas en cultivo durante
72 horas; se utilizaron para absorber, los factores de diferen-
ciacién presentes en los sobrenadantes de las células T de los
controles y los pacientes.

ENSAYOS DE LA ACTIVIDAD DE LOS SOBRENADANTES 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 concentracidén de
3x10 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 reemplazaran
por 100 microlitros de la IL-4 recombinante (600 UI)}, los
sobrenadantes de las células T, de los individues 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 utilizaren 100 microlitros
de IL-4r (600 UI) por 24 horas, se removian los 100 microlitros
Y se agrego 1gua1 volumen de la IL-2 (128 UI) por otras 24 horas;
para el experimento con la IL-2 (128 UI) se agregaban también 100
microlitres. A. las 72 horas del cultive se determinaron los
marcadores de activacion de células B (HB-5 y HB-2) y se rcallzaron
los ensayos de proliferacidn y diferenciacion.

EHSAYOS DE PROLIFERACION DE LAS CELULAS B: El crocimiento de las
células B normales y de los pacientes, se determinéd por la
medicidn de la captacidn de la timidina tritiada (3HTdR), despucds
de un pulso (0.5 microcuries), agregandola durante las ultimas.)2
heras del cultivo de 72 horas.

ENSAYOS DE DiFERENCIACION DE LAS CELULAS B: La diferenciaciodn de
las células B, normales y de los pacientes, se realizé de igual
manera a la descrita en el cnzayo de actividad de la 1L-4, con la
variacion gyue el cultivo se incubdé, hasta las 96 horas.

Se recolectaron los sobrenadantes y poesteriormente, sc midid la
concentracion de innunoglobulines ¥ y G, por el método de Elisa.

METCDO DE ELISA: Inicialmente se realicaron curvas estandares
para los dos isotipos de inmunoglobulinas, Se utilizaron -
microplacas de 96 pozos, sce depositaren 100 microlitros del
fragmento F{ak)2 de anti-~-IgG o anti-IgM de cabra, a una
concentracion de 10 pgr/ml. en solucion amortiguadora de carbonato
(PH= 9.6); las microplacas se incubaron por 12 horas 4°C, se
lavaron con PBS-Tween 20, a una concentracion de 0.05%; luedo, sc
colocaron 100 microlitros de allidmina, por un periocdo de 1 hora,
a una temperatura de 37°C, nuecvamente se lavaron las micrcoplacas y
se les agregaron 100 microlitros de IgM o IgG, se incubarcn lhr.
a 37°C se lavaron las mlcroplacas y se les ahadié 100 microlitros
del conjugado por 1lhr. a 37°C (anti-IgM ¢ anti-IgG marcadas con
fosfatasa alcalina 1/1500), se incubaron por una hora a 37° c, se
lavaron y se les agregd 100 microlitros del sustrato enzimatico,
p—nitrofenil/fosfato; se pard la reaccion a los 30 minutos con
dcido sulfirico y se midid la absorbancia, en un espectrofétometro.
La cantidad de inmunoglobulinas, se calculdé en una curva estandar,
por placa de ensayo.

Para wedir la concentracion de IgM o IgG de los scbrenadantes
recolectados de las células B de los paclentes y los controles, se
agregaron 100 microlitros sin diluir del sobrenadantes, en vez de
agregar los 100 microlitros de la IgM o IgG comercial, gue se
usaron para realizar la curva, fue lo unico que varidé en el
procedimiento, tode lo demds fue idéntico a lo  descriteo
anteriormente. La concentracidn se calculd en una curva esztandar
como se eXplicd anteriormente, y se expresd en ng/ml.
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ESTANDARIZACION DE LA
CONCENTRACION DE ConA

CT Nles (5 X 10 células/mile ConAC P M

Q.5 pgr/mi 1347 = 124
1.0 pgr/ml 5486 » 441
1.5 pgr/ml 17539 + 2548
2.0 pgrsmb 475_53 + 3749
2.5 pgr/mt $0950 + 1028

Este bloensaye fud tealizado per
triplicado con CT de 5 sujetlos Nles.

50

A0

aor

cWmOND~ OO =

-
Ta-T

U i

I'_lr.‘, 1 15 2 2,Ib
Cone. Cond (ugr/mil)

17



ESTAHDARIZACION DE TIEMPO DE INHCUBACION
¥ CONCENTRACICH DE LOS 5/Hs Hiea,
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ESTANDARIZACION DE LA CONCENTRAGION
DE IL.-4r EN CB Hies.

CONCENTRACION

DE IL~4r Ul/m] X CPM
50 520 » 240
100 1325 + 177
400 2383 = 582
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ESTANDARIZACION DE LA CONCENTRACION
DE IL.-2 EN CB8 Nles.

CONCENTRACION
DE -2 U/t X CPM
4 908 ¢ TO
8 1341 ¢ 116
18 778 + 151
32 1882 » 03
64 2682 ¢+ 100
128 3062 = 131

« X CPMds |a incorpotacion ge HTdR

El £ de CPM fué snimilar para les CB Hiap
con ¥ ain SAC, El experimenio ss efactud
por {riplicsdo con CB da 5 asuvjolos Hlea.
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ANALISIS ESTADISTICO
Los resultados se analizaron, mediante el analisis 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 (pdg. 25) Y GRAFICA I (pag. 31)

EFECTO DE LOS SOBRENADANTES DE LOS LINFOCITOS T DE LOS INDIVIDUOS
. SANOS ¥ 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 encontré una diferencia significativa entre los promedios de
les tres grupos ( F= 321.80, p=<10(-6).
Cuando - se agregaron los sobrenadantes de las células T de 1los
racientes con LEG activo, a las células B estimuladas de los
controles y de los pacientes, se observé una mayer actividad
proliferativa. .
La diferencia entre los promedios de los tres grupos fue signifi-
cativa ( F= 140.29, p= <l0(-6).
Fue menor la proliferacidn de las células B estimuladas de los
pacientes con LEG activo, inactivo y controles, cuando se les
agregaron los sobrenadantes de las células T de los sujetos con
LEG inactivo.
Se observdé una diferencia significativa, entre los promedics de
los tres grupes ( F= 166.53, p= <10(-6).

EFECTO DE LA INTERLEUCINA 4 RECOMBINANTE (IL-4r): <Cuando se agrego
la IL-4r a las células B estimuladas de los pacientes con LEG
inactivo, hube una mayor proliferacidén gque la observada en los
individuos con la enfermedad inactiva y en los sujetos sanos.

La @iferencia 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 agregarcn 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 agregd la IL-2 a las
células B estimuladas de los pacientes y controles se evidencid un
efecto proliferativo; el efecto fue menos notorio que el

producide por la IL-4r.
La diferencia entre los promedios de 1los tres grupos fue

significativa { F= 84,99, p= <10(-6).
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PRODUCCICN DE INMUNOGLOBULINAS

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

EFECTO DE DIFERENCIACION DE LOS SOBRENADANTES DE LOS LINFOCITOS T
DE LOS SUJETOS SANOS Y LOS PACIENTES CON LEG ACTIVO E INACTIVO:
Cuando se les agregaron los sobrepnadantes de las células T de los
individuos =sanos, a las células B estimuladas con LEG activo como
inactivo, se observé una mayor produccién de IgG que del isotipo
IgM, principalmente por las células B estimuladas de los pacientes
cque de los controles.

La diferencia entre los promedios de los tres grupos fue signifi-
cativo, para la produccién de IgG por las células B estimuladas
( F= 23778, p=<10 (-6); para la secrecion de IgM (F =435.30,
P=<10(-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 concentracién del isotipo IgG ¥
menores valores de IgM.

Cuando se les agregaron los sobrenadantes de las células T de los
sujetos con LEG inactive a células B estimuladas, se encontré una
diferencia significativa entre los promedios de los tres grupos,
para la produccidén 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 cé&lulas B estimuladas, hubo una
diferencia significativa entre los promedios  de los tres
grupos, para la secrecidn de los dos isotipos ( F= 705.86,

p=<10(-6) para 1gG) y para IgM { F= 592, p=<l0(-6}).

EFECTO DE LA INTERLEUCINA 4 RECOMBINANTE (IL—-4R) EN LA PRODUCCION
DE INMUNCGLOBULINAS: Cuando se les agrego la IL-4r a las celulas
B normales estimuladas,se observd la produccidn de las dos clases
de Igs (IgM e IgG) en concentraciones muy bajas en los pacientes
con LEG activo e inactivo, la produccidn de ambas Igs fue mayor.

Se encontrd una diferencia significativa entre los promedios de
los pacientes tanto activos como inactivos, comparado con los
controles { para la IgM, F=899,14, p=<10(-6) y para la IgG, F=1062,

EFECTO DE Diferenciacidn 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 evidencid un
efecto sinergista efectuado por los dos factores.

La diferencia entre los promedics de los tres grupos fue signifi-
cativo para la produccién del isotipo de IgM (F= 99 , p=<l0(-6) y
para la inmunocglobulina IgG { F=551.92, p=<10{-6).
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EFECTO DE DIFERENCIACION POR LA INTERLEUCINA 2 (IL-2): Cuando se
agregd la IL-2 a las células B estimuladas, se produjo una secre-
cidn de inmunoglobulinas, mucho mayor para el isotipo IgG gue de
IgM, en los pacientes tante activos como inactivos, en comparacion
con los individuos sanos.

La diferencia entre los promedios de los tres grupos fue signifi-
cativo para el isotipo IgM ( F= 602, p=<10(-6) Yy para IgG -
(F=969.16, p=<10(-6). ,

También se realizaron ensayos similares con las células B sin
estimulo en los tres grupos estudiados. Cuando se les agregaron
leos sobrenadantes de individuos sanos y de los controles, IL-4r,
IL- 4r / IL-2 e IL~- 2, a diferencia de los regultados obtenidos
en las células B estimuladas, en estas se obtuve un efecto
proliferative mucho menor. cCuando se les agregd interleucina 2,
Y en las células B en condiciones basales, no se observé
actividad proliferativa en las células B normales, pero si en las
células B de los pacientes. Tabla II (pdg. 26) y Grafica IIX

(pag. 32).

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

TABLAS V,VI (pag. 29,30) Y GRAFICAS V, VI (pag. 35,36).
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PROLIFERACION EN LAS CELULAS B DE PACIENTES CON ©LEG Y

SUJETOS

Pacientes con LEG:
: Activo

Inactivo

Normales

*Promedio de CPM de la

{(n)

(5)

(10)

(10}

*#Dasviacién estandar.

TABLA 1

CONTROLES
Ccélulas B estimuladas con SAC
CB+SAC SOBRENADANTE LINFOCITOS T iIL-4Ar IL4r/IL2 IL=-2
Nles LEI LEA
A4349% 11678 14106 18920 16174 9198 50231
915¥%*% 1126 710 2279 1481 1070 1212
2317 7709 gEB2 13866 8606 7437 4510
455 1247 1135 1091 775 416 482
1821 3436 5264 8637 3431 2704 3453
360 309 616 1374 386 . 489 632

incorporacidn de timidina tritiada.

o
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TABLA II

PROLIFERACION EN LAS CELULAS B DE PACIENTES CON LEG Y CONTROLES

Células B sin estimulo

SUJETOS (n) CB+MEDIO | SOBRENADANTE LINFOCITOS T IL~-4Ar IL4r/IL2 IL-2 .

Nles LEI LEA
Pacientes con LEG: 1942* 10010 10606 17266 14530 8010 4950
Activo (5) 887 ** 1778 1778 i2i9 1380 2456 880
a40 5997 BG0DG 12536 5504 8904 2390
Inactivo (10) 85 2426 L1212 787 1207 1173 585
3B6 2453 4979 6705 2658 2107 1250
Normales {10) 200 632 923 1155 438" 405 318

*promedio de CPM de la incorporacion de timidina tritiada.
*wpesviacidn estandar.
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EFECTO DE DIFERENCIACION EN CELULAS B DE PACIENTES CON

SUJETOS

Pacientes con LEG:
Activo

Inactivo

Normales

*Produccidn de IgM (ng/ml).

(n)

(5)

(10)

(10)

*%Desviacién estandar.

TABLA III

LEG ¥

CONTROLES
Células B estimuladas con SAC
CB+SAC SOBRENADANTE LINFOCITCS T IL=-4r IL4r/IL2 IL-2
Nles LEI LEA
11.73% 14.40 14.01 36.04 32.B4 1553.00 914.00
L.74%% 1.45 3.92 4.07 2.82 244.59 104.36
11.43 12.68 i8.23 30.24 28.99 1100.00 762.00
1,03 1l.43 1.59 1.04 2.71 234 .35 53.60
0.09 2.55 3.22 5.60 1.29 90.01 25.00
0,05 0.41 0.92 0,74 0.45 6,03 l.61
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TABLA IV

EFECTO DE DIFERENCIACION EN CELULAS B DE PACIENTES CON

SUJETOS (n)

Pacientes con LEG:

Activo {5)
Inactivo (10)
Normales (10)

*Produccidn de IgG (ng/ml).
**Desviacion estandar.

LEG Y
CONTROLES
Células B estimuladas con SAC
CB+SAC SOBRENADANTE LINFOCITOS T IL=-4r IL4r/IL2 IL=-2
Nles LET LEA
23.19% 46.30 54 .53 63.20 32.85 . 2303.00 1179.00
G6.40%% 1.41 1.51 1.85 2.52 319.03 125.71
18.46 26.00 36.41 54.15% 19.25 1723.70 884.40
1.57 1.34 0.80 5.25 1.30 329.22 259,49
0,37 2.60 3.49 4,50 1.56 .97.28 30,24
.08 0.74 0.52 0.53 0.13 1.97 1.04
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TABLA V

EFECTO DE DIFERENCIACION EN CELULAS B DE PACIENTES CON LEG Y '
CONTROLES
Células B sin estimulo
SUJETOS (n) CB+MEDIO [SOBRENADANTE LINFOCITOS T IL=-4r ILAr/IL2 IL-2
Nles LEX LEA

Pacientes con LEG: T.40% 13.54 14.79 30.20 12.30 1065.00 554.00
Activo {5) 1.45%% 1.40 0.88 1.583 1.09 125.54 62.59
. 2.23 8.85 12.48 24.67 13.30 125,00 73.00
Inactivo {10) 0.82 1.06 0.86 1.09 0.91 2.88 2.58
0.05 0.12 0.79 1.60 0.08 6L, 00 1.50
Normales (10) Q.05 0.02 D.21 0,10 0.03 1.50 0,19

*Produccion de IgM (ng/ml).
**Dagviacidn estandar.




EFECTO DE DIFERENCIACION EN CELULAS B DE PACIENTES CON

SUJETOS (n)

Pacientes con LEG:

Activo (5)
Inactivo (10)
Normales (10)

*Produccidn de IgG (ng/ml).
**Desviacion estandar.

Células B sin estimulo

TABLA VI

LEG ¥ CONTROLES

CB+MEDIO |SOBRENADANTE LINFOCITOS T IL-4r ILAxr/IL2 IL-2
Nles LET LEA

18.76%* 39,20 44 .42 50.00 32,10 2110.00{ 1248.00
1l.68%% 0.79 1.09 5.39 2.37 - 260,38 64.20

12.77 17.07 37.63 31.09 13,78 725.00 665,70
1.05 1.09 1.75 3.26 0.99 39,13 71.88
Q.09 1.83 3,94 2,19 1.88 38.78 1.55
0.02 0.22 0.73 0.45 0.22 1.55 0.27




1€

F-To I

mo-Te- TW0OZ—~

20

10

EFECTO PROLIFERATIVO CELS. B
CELULAS ESTIMULADAS CON SAC

e
b
Pty A
st

bty
“ ‘5_
u; @
222

i S
Lt s R

B

MEDIO S/N NL S/N LEI S/N LEA

ACTIVO(5) INACTIVO(10)

GRAFICA 1

1L-4r . 1L4-IL2

{5 CONTROLES(10)



(A

-y

wA-Iw: DR0NZ-~ TvO M

Qu

20

EFECTO PROLIFERATIVO CELS. B
CELULAS SIN ESTIMULO

EA

il ACTIVO(S5) INACTIVO(10) ] CONTROLES(10)

GRAFICA 11



£

—g~\as

EFECTO SOBRE LA DIFERENCIACION

1500

1000

500

0 . -
MEDIOC S/N NL S/N LEIS/N LEA IL-4r 1

PRODUCCION DE IgM

Ty

5,
P

LR,
sEdRly T LAY G

! ! - o

-
O

1
| =%
w L
—

I
e

CB + SAC
(558 ACTIVO(S) INACTIVO(10)

CONTROLES(10) .

GRAFICA Il



e

- ENC oY=

EFECTO SOBRE LA DIFERENCIACION
PRODUCCICN DE IgG

2600

2 00 0 b st eprem st e e et e esea e s e e e e e e e e e e \’:-‘ I UNE TN

1500 o s e b e s s .i ......................................... -

ol
. ' 2t s
OO | o . 15 o S *v ...........

LN

| —dr PECE I - p— = e
MEDIO S/N NL S/N LEI S/N LEA IL-Ar‘ IL4-1L2 IL-2

CB + SAC
& ACTIVO(5) INACTIVO(10)

7z CONTROLES(10)

GRAFICA IV -



33

—3~a s

EFECTO SOBRE LA DIFERENCIACION
PRODUCCION DE IgM

1200

1000

B OO [ eere s AR AR e s e sbessenah s seR S AR bR - ‘

L — e —————_—— e AR -a ................................... s rreteisess o

4 0 0 L s eer e tresen snas snerevaren s ame s e acone .... ............................ ‘ ................ e ———

PR
=3

MEDIO S/N NL S/N LEIS/N LEA IL-4r IL4-IL2 IL-2

1 J =t Bz =

ACTIVO(5) EEAINACTIVOUO0) =] CONTROLES(0)

GRAFICA V



9¢

—d~q s

EFECTO SOBRE LA DIFERENCIACION
PRODUCCION DE IgG

25600

!

2000

I

1500

I

1000

o R TSRS - Eemart I

MEDIO S5/N NL S/N LEIS/N LEA IL-4r IL4-1L2 1L-2

L Activo(sy EZE 1Nacrivo(o)  [FE] CONTROLES(I0)

GRATFICA V1



DISCUSION

Los factores de crecimiento y diferenciacion producidos por los
linfocitos T activades, se requieren para que las células B se
activen, proliferen y sccreten sus anticuerpos.

Se ha demostrado gue las células B normales estimuladas con  SAC
producen sus propios factores de crecimiento; {ambién, cuando son
tratadas con anti-Igs o 1lipopolisiacaridos bacterianes (LPS),
incrementan la sintesis de proteinas y de ARN, aumentando
su velumen celular (76-79).

Ademds, se ha demestrado gque las células B de lineas celulares
malignas son capaces de producir, su propio factor de crecimiento
(80).

Estas evidencias apoyan gque las células B normales al ser
activados, son capaces de proliferar y diferenciarse, come lo hemos
demostrado en este trabajo, ya gue producen sus propios factores
de proliferacidn y diferenciacioén.

En trabajos previos seé ha dempstrade que las e¢élulas B de los
pacientes con LEG activo e inactivo, producen sus propios factores
de crecimiento y diferenciacion cuando estan en reposo ¥y
estimuladas, esto nes sugiere que dichas células B de los
pacientes con LEG activo, estan preactivadas y poscen receptores
a los preoductos de estimulacion. En este trabajo, Las células B
de los individuecs con LEG inactive estan menos activadas y
responden menos Yy las células B neormales no estimuladas no
responden.

Ya existen trabajos gque demuestran este hecho, al observar la
prollferaclon de linfocitos B mas SAC en los sujetos con LEG (81).

También hemos demostrado, con nuestros resuliados gque las
celulas B en reposo y estimuladas de les sujetos con LEG
activo o inactivo, producen sus propias Igs, principalmente del

isotipo IgG Yy en segunda instancia la IgM.

Este hallazgo es apoyado por un trabajo realizado por Jasin ¥y
Ziff (82), los cuales demostraron la sintesis de Igs en células
de sangre periferica, en los pacientes con LEG.

Nosotros no observamos efecto de diferenciacicon en los linfocitos
B normales en ceondicicnes basales, ¥y en las que estuvieron bajo
estimulacidén, 1las concentraciones de los dos isotipos medidos,
fuercn muy bajas.

Uno de los objetivos planteados fue comprobar el efecto de los
sobrenadantes de las células T npormales, con el propdsito de
observar el efecto de proliferacidn y diferenciacién de la IL-4
cruda y comparar los resultados con los obtenidos cuando a las
células B se les agregaba IL-4r.

Pudimos cbservar que en las células B normales en reposo, la IL-4
obtenida de los sobrenadantes tiene un efecto de proliferacidn,
de igual manera gue en las células B normales estimuladas.

Este efecto ya habia sido descrito en trabajos anteriores, cuyos
objetivos principales eran demostar el efecto de activacidén en
linfocites B normales de la IL-4 de sobrenadantes (13-16).

En las células B en reposo y estimiulados de los pacientes con LEG,
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cuando se les agregaron Jlos scobrenadantes de 1las células T
normales, se vié una actividad proliferativa mucho mayor en los
paclentes activos que en los inactivos; asi mismo, cuando se les
agregd la IL-4r, ¢l efecto de proliferacidn a gque las condujo fue
mucho mayor.

Esto podria sugerir gque las células B de estos pacientes por
estar hiperactivas, tienen mayor cantidad de receptores para la
IL-4, respondiendo mejor al estimule de este factor.

En otros trabajos, se ha encontrade, que los scbrenadantes de las
células B tanto de individuos sanos come de los pacientes con LEG
ticnen actividad de Il~4, va que incrementa la actividad prolife-
rativa de las células T cn presencia de dosis submitogénica:s de
FHA, induciendo ademdas la expresidén de €D23 en los linfocitos B
normales (84, 24).

Basados en esto, considerimos que gran parte de las acciones
descritas tanto para las células B normales como las de los sujetos
con LEG en nuestro estudie, estdn doadas por la IL-4 gue sumada
su interaccidn con otras, posiblemente presentes en los sobrenadan-—
tes, nos aclaren las difercncias tanto en la proliferacién como en
la diferenciacién en nuestros hallazgos.

hdemas, hay otros trabajos que apoyan estas observaciocnes, como
el de Martinez-Cordero E. y cols. (73}, cuyos resultados, no
difieren en las conclusiones a nivel de los efectos de los factores
de crecimiento y diferenciacién de las células B, producidos por
las células T. También, apoyan ¢ue las células B de los
pacientes con LEG se hallan hiperactivos, un hecho muy
importante en la alteracién a nivel de la inmunorregqulacion en el
LEG. Tanaka ¥y Cels. (75), demostraron que estos factores que se
producen en forma autdécrina por las células B en los pacientes con
LEG podrian contribuir a la hiperactividad de estos 1linfocitos
produciendo los auto-anticuerpos. Aportan que podria tratarse de
la TL-4, IL-5, IL-6 que actuarian en sinergismo en las fases de
proliferacion y diferenciacidn de las células B.

No se vié el efecto de diferenciacidn de los sobrenadantes de
linfocitos T en las células B normales, pero si se observd en
los pacientes activos con mayor preoduccidén de tipo IgG e IgM,
siendo semejante el efecto en les pacientes con LEG activo.

El factor de proliferacién 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 proliferacidén en las células B
normales y mucho mas 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 gue proliferen mids y por ende,
nuevamente el estado de hiperactividad de las células B de los
pacientes conducen a un mayor efecto de proliferacién y diferen-
ciacidn produciéndose los auto-anticuerpos.

Es asi como se pude cbservar que los sobrenadantes de los sujetos
tanto activos como inactivos, conducian a las células B normales
estimuladas a producir sus propias inmulnoglobulinas. La maxima
proliferacitén, con la subsecuente produccidén de IgG se observo
cuando se agregaron los sobrenadantes de las células T de los
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pacientes, principalmente de los actives. Esto explica de alguna
forma como se produce la hiperactividad de las células B en ésta
patologia, conduciende a todas las wmanifestaciones clinicas,
propias de una enfermedad autoinmune.

Se demostro también gue la combinacidn de IL-4xr/IL-2 producia un
menor efecto proliferativo en las células B normales. Esto
ocurrié de igual manera en las células B de los pacientes,
principalmente los activos.

Recientemente se  demostré gque la IL-4 , sobre la respuesta de
las ccélulas B normales humanas, tiene un efecto inhibitorio. Se
sabe que esta citocina, es una scial temprana en la activacién y
que regula en forma negativa la accidn proliferativa pero, no la
diferenciacién de las células B (32,33).

Hosotros hallamos gue al adredar la IL-4r/IL-2, se producia una
menor proliferacién en las células B de los pacientes,’
principalmente los gue estaban activos, esto se podria explicar,
por el hecho gue sus calulas B estaban 1la mayoria de ellas en un
estodio de diferenciacidn y no podrian difercnciarse.

Por otra parte se demostrd un efecto sinergico de eostas dos
citocinas, cuando realizamos los experimentos para la diferencia-
ciodn de las células B.

El efecto de diferenciacidén de los sobrenadantes de las células T
de los pacientes, se han peodido adicionar a 1la IL-4, la accidn de
otros factores presentes en el mismo, come la IL-5, 1la IL-6,
conocidos como factores de diferenciacion. Estas citocinas
interactuarian y se 1llevaria a cabo una mayor secCrecidén de
inmunoglobulinas en las células B de los pacientes.

Observamos, una mayer produccicon de IgG en las células B normales
tante sin estimulo como estimuladas y en menor escala se didé 1la
produccicon de IgM, El mayor efecto para la secrecion de IgG e IgM
se observé en los pacientes activos,

Adends, concluimos que la IL-2 no tuvo efecto proliferative en las
células B normales en reposo; en los pacientes con LEG activo e
inactivo, tanto en condiciones basales como estimuladas, se observd
upa actividad proliferativa pero, mucho menor que la producida,
cuande las células B fueron sometidas a los otros estimulos.

En las células B normales estimuilados si hubo un efecto de
diferenciacidn, siendo mayor la produccidn de inmunogleobulinas en
los pacientes activos.

Con respecto a estos ultimos resultados podemos recordar dgue la
participacién de todas estas interleucinas, es una red intrincada,
en donde ellas van a cumplir sus funciones bioldgicas en diversas
células blancos, principalmente las células B.

Normalmente, la IL-1 es un producto de secrecidn de los macrdéfados
bajo un estimulo antigénico determinado; este factor tiene efectos
de amplificar las reacciones en la respuesta inmune, come la accidén
que desempena sobre las células T cooperadores, para gue estos se
activen, proliferen y secreten una serie de mediadores solubles,
entre ellos la IL-2. Este factor por un mecanismo autdcrino activa
a las células T y se secretam diversos factores, come son la IL-5,
la II.-6, consideradoes esencialmente como factores de
diferenciacidén, gue actian sobre las células B, para la produccién
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de anticuerpos.

El menor efecto proliferativo gue observamos, al agregar la IL-2
en las cdélulas B de los pacientes, tanto en reposo como estimuladas
son SAC, puede deberse a una alteracidn en los receptores para aste
mediador en las células B, como parte de las alteraciones cn el
circuito de inmunorregulaciodn, apoyado por varias publicaciones
donde demuestran gue la produccién y actlvidad de la IL-1 e IL-2
se cneuentran disminuidos en los pacientes con LEG (72, 73).

Por otra parte, e5 posible gue la wmayoria de las células B de los
racientes con LEG ya se encuentren diferenciades y por elleo no
responden a una fuente exdégena de IL-2.

ILa ausencia de efecto de la IL-2 las ceéelulas B nermales sin
estinulo, es explicable ya que estas necesitan ser preactivadas,
ara que erXpresen sus recepltores para la IL-2.

Podriamos ampliar lo demostrado en este trabajo, con relacidn al
efecto de diferenciacidn de las células B de los pacientes con LEG,
el cunl fue mas evidente gue el efccte de proliferacidn, citando
el trabajo realizado por Tanaka y cols, (75), gquienes observaron
que las células B de los pacientes con LEG, tuvieron una marcada
produccion de inmunoglobulinas, cuando a dichas células se les
agregaba su propio sobrenadante. Concluyendo gue las células B de
dichos pacientes, secretan por si mismos sus propios factores de
crecimiento y diferenciacion.

Podriamos hipotetizar, si agregaramos la IL-4 en combinacidn con
la IL-5 o la IL-6, por el estado de hiperactividad de las ceélulas
B seria mayor la seccrecidén de inmunoglebulinas, gue lo ocbservade
por nosotros cuando los estimulamos con la IL-4r/IL-2; es posible
esta sugercncia ya gue es bien conocido el efecto de estos facltores
en la difcrenciacion.

En el fenomeno de auvtoinmunidad qgue caracteriza al LEG, es
relevante hacer notar, el estado de hiperactividad en gque se hallan
las células B de estos pacientes, y es asi como se pudo evidenciar
gue aun sin ningun estimuleo, los efectos de proliferacién y
diferenciacidn son marcadamente diferentes, como 1o demostramos por
los resultados observados en el andlisis estadistico.

Las células B de estos pacientes por alteraciones intrinsecas de
las mismas & por un mecanismo atn sin aclavar, seguramente podrian
poseer mayor numeroc de receptores para la IL—-4 y esto explicaria
la mayor proliferacién por parte de las células B, con relacién a
las observaciones en los sujetos sanos.

Asi mismo, 1la produccisén incrementada de inmunoglobulinas,
principalmente la IgG, es debido al estado de hiperactividad en que
se encuentran las células B, la mayoria de 1las cuales estan
diferenciados.

Por otre lado, la produccién incrementada de 1la IL-4 en los
sobrenadantes de las células T de los pacientes, puede dar cabida
a dos aspectos de discusidn, en primera instancia la mayor
secrecidén de éste factor puede propiciar un mayor estimulo, para
las células B, considerando ademads, que pueden existir en estos
sobrenadantes, otros factores gue contribuyan a los efectos de
diferenciacidon y proliferacicén. En segunda instancia, podria
suceder gque la actividad bioldégica de la IL-4, obtenida de los
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schrenadantes de las células T de los pacicentes, sca mas activa
que la producida por las células T de los individuos sanos,
incrementado la proliferacidén y diferxrenciacidn de las cc¢lulas B de
los pacientes, en comparacidn con los resultados de los controles.
El mejor conocimiento de este gran namero de interleucinas nos
conduciria indudablemente a una mejor explicacién de la
hiperactividad policleonal de las células B y la produccién de auto-
anticuerpos en los sujetos con LEG. :



CONCLUSIORES

- Con relacidn a la metodologia, para la produccidén de la IL-4 por
los linfocites T de individuos sanos, para considerarla como patrdn
para el estudio de la produccidn de éste factor en 'los paclentes
con LEG, pudimes concluir que los sobrenadantes de las células T
serian utilizados sin diluir y debian ser estimulados con ConA a
una concentracidn de 2 pgr/ml y posteriormente se incubarian a
37+C, para podor ohtener los mejores resultados de estimulacidn de
los linfociteos B, tanto de los controles como de los paciente. Asi
mismo, se estandarizé la cencentracion que deberja ser utilizada
de IL-4r y la IL-2.

Hallamos difercncias en los resultados obtenidos en la respuesta
de las celulas B de los paclientes, en relaocion a leos controles:

— Hubo una mayor diferenciacidn de las células B de los pacientes
cuando les agregamos IL-4xr y la comblipacidn de TIL-4r/IL-2, y un
inenor cefecto de preliferacidn.

- 8Se observéd un efecto sinergico dado por la IL-4r/IL-2,
produciéndose una nayor sccroecion de inmunoglubulinas,
principalmente la IgG.

-Hubo un menor cfecto de proliferacicdn, y de diferenciacién cuando
las eélulas B de los pacientes y contreles fueron estimilados por
la IL-2.

-~ 8Se encontrd un incremento en la produccidén de la IL-4,
principalmente por las células T de los paclentes activos y se
observé gque las células B de laos pacientes al ser estimulados por
los scobrenadantes de las células T de los miswmos, se obtuvo un
mayor efecto de proliferacion y diferenciacion.

Con relacidén a la respuesta de las células B a los diversos
estimulos en los individuos saneos, concluimos:

- El efecto de proliferacién de las células B, cuando se
estimeileron con los sobrenadantes de las células T de los
pacientes, fue semejante al hallado con el estimulo de la IL-4r.

~ Hubo una mayor proliferacion de las células B cuando se
estimularon con los sobrenadantes de las células T de los
pacientes, principalmente los que padecian de LEG activo y se
observo una respuesta proliferativa semejante cuando las células
B fueron estimuladas con IL-4r/IL-2 y la IL-2 sdla.

— Con respecto a la diferenciacidén en las células B normales, ho
se encontrs una preduccidn de inmunoglobulinas en concentraciones
considerables, cuando se sometieron a los diferentes estimulos,
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excepto del efecto producido por la IL-4r/IL-2, donde si se observd
mayer produccidn de inmunoglobulinas, principalmente IgG.
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ANEX0S: -

Reactivos:

Ficoll/Hypague (FH)*

Suero Bovino Fetal#*

Anti-Igs con flucresceina®

Medio de ' Cultivo RPMI-1640%
Penicilina/estreptomicina

Conh*

FHA*

Timidina tritiada (New England Nuclear-Boston Mass)
Fragmento F {ab)?! anti-IgG.#* ‘

Tween 20 {BIORAD Laboratories - Richmond Calif).
Anti~IgM & Anti~TIgG marcada con fosfatasa alcalina*
P-nitrofenil fosfato* |

Acido sulfurico (J.T Baker Analizaed Xaloestoc -
México).

Anti-cD, 6 OKI® (sobrenadante de la linea celular
CRL B14). :

Anti-05B, 6 OKB, (Ortho Diagnostic Systems lnc.
Raritan = HJ).

Complemento de Conejo (Peel freez - Brown Deer
Wisconsin ~ USA).

IL-4r (Genzime, Boston Mass.)
IL-2 (Sobrenadante de la linea celular Jurkat).

Antisuero HB-S y HB-2 (Ortho Diagnostic Systens Inc.
Raritan NJ).

Azul tripanox*

* Sigma Chemical co. St. Louis Mo. USA.

44 ' .



Selucidén PBS Preparacidn: -

HaCl..veeaeroosesconnssnsasess 15.3gr

Na,HPO,.......

cverssasescnses 1.6 Or

KHaPO v esevatusnriaisasnssans 0,125 gr

H,0 Destilada...............s C.b.p 2 litros
PH (7-.4)
Solucion de Carbonato

NaHCOS.........

NaCOz...ctneererresneenssens 0.53 gr

H,0 Destilada..........00-.. 60 ml

FH (9.5)
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MATERIAL:

Cajas de petri (Crive - Vela Plastic S.A. México)
Microplacas de 96 pozos (Nunc Intermed, Kamstrup,

Denmark)
Filtres (0.22 mm Millipore Productb division - Bed

Ford iMa.)

EQUIPOS:

Incubadora (37°C) (NARCO 4200)
Centrifuga (temperatura ambiente - DAMON/TEC DIVISION

CU-5000)

Centrifuga (temperatura 4 c— DAMON/TIEN DIVISION
DPR-G000)

Microscopieo de Inmunofluorecencia (Zeiss - West
Germany)

Congelador (- 20 C - PHILIPS)

Congelador (- -70°%C - Revco Ultra low)
Espectrofétonetro (Titertek multiskan)

Contador de Centello (Packard tri-carb modelc 3258)
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