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* PARTICIPACION DE LA MOLECULA CD28 EN LA ACTIVACION CELULAR
DE LINFOCITOS T
RESUMEN

El Lupus Eritematoso Generalizado (LEG) es una enfermedad autoinmune que se
caracteriza por la produccién de muiltiples autoanticuerpos dirigidos contra moléculas
ubicuas celulares (nucleares, citopldsmicas y de membrana). Ademas se han reportado
multiples alteraciones en la funcion de diversos componentes celulares del sistemainmune,
aunque se desconoce si son causa o consecuencia de la enfermedad. Algunas de estas
alteraciones son: hiperactividad de los linfocitos B, disminucién en el nimero y funcién de
los linfocitos T CD8, incremento en el porcentaje de linfocitos' T CD4 con fenotipo de
activacién DR* y un defecto en la produccidn y respuesta a IL-1 e IL-2.

Aparentemente las alteraciones en la respuesta inmune de pacientes con LEG se
encuentran en multiples niveles. El definir con precisidn la fase de la respuesta inmune en
la cual se llevan a cabo los eventos responsables del rompimiento de Ia tolerancia a lo
propio, nos permitira entender la patogenia del LEG.

El mecanismo de activacién y regulacién de las células T es muy complejo, pero se
sabe que mediante las moléculas que componen al receptor de células T (RCT) / CD3 se
lieva a cabo el reconocimiento especifico del antigeno y la subsecuente activacién celular.
Los linfocitos T presentan ademés moléculas accesorias en su superficie que funcionan
como mediadores fisioldgicos importantes en la respuesta inmune. Diferentes autores han
propuesto que [a participacion de estas moléculas determinasi la estimulacién del RCT/CD3
conduce a las células a la activacién, proliferacién y secrecién de citocinas, o al estado de
anergia. Una de estas moléculas es el antigeno CD28, que se expresa aproximadamente
en el 95% de los linfocitos T CD4 y en el 50% de los CD8.

La molécula CD28 es un homodimero transmembranal glicoprotéico de 44 kD. Al
estimular a los linfocitos que expresan esta molécula con lectinas mitogénicas o antigenos,
la coestimulacién mediada por CD28 amplifica la proliferacién celular v produccién de
interleucinas tales como {a IL-2, IL-5, GM-CSF, IFN- y TNF-q. Recienternenie se enconiré
que la molécula B7, que estd presente en la superficie de las células presentadoras de
antigeno, es ¢l ligando natural para CD28. Esto indica que las interacciones mediadas por
CD28 / B7 promueven el contacto entre linfocitos Ty B.

Debido a la importancia de las sefiales transmitidas mediante CD28 en la regulacién
de la proliferacién y la activacién de linfocitos T, se ha pensado que CD28 y B7 son
moléculas blanco en la inmuno intervencién in vivo.

La estimulacion de CD28 podrfa ser Gtil cuando la activacién linfocitaria es deseable.
En cambio el bloqueo de las interacciones CD28/B7 podrfa ser Ltil si lo que se buscaes la
inmunosupresion, por ejemplo en la prevencién del rechazo a transplantes o en la
regulacién de fa respuesta inmune en enfermadades autoinmunes.

En este proyecto se analizé la participacién de CD28 en la proliferacién y producclén s
de IL-2 de linfocitos T de pacientes con LEG y sujetos normales. También se estudié la
transcripcién de esta molécula y su expresién a nivel de protefna. Estos estudios se
realizaron con e objetivo de estudiar la probable pacticipacion de la molécula CD28 en la
compleja red de manifestaciones autoinmunes, y para definir si la participacién de esta
molécula contribuye de algin modo al estado clinico de los pacientes con LEG.

la

Dr. Jg Alcocer-
Ases del Proyecto



INTRODUCCION

ALTERACIONES EN LA RESPUESTA INMUNE DE PACIENTES CON LUPUS

ERITEMATOSO GENERALIZADO (LEG):

En el sistemainmune de los vertebrados participan diferentes estirpes celulares, que
a grandes razgos pueden dividirse en la estirpe linfoide (linfocitos T y B) y la mieloide
(plaquetas, eosindtilos, neutréfilos, baséfilos, mastocitos, macréfagos).

En condiciones de homeostasis, el receptor de células T (RCT) reconoce antigenos
unidos a moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) presentes en la
superficie de las células presentadoras de antigeno (CPA). Las moléculas de supsificie
tienen una funcién mediadora en la presentacién y reconocimiento antigénico, Las células
CD4* reconocen antigenos (Ags) unidos a moléculas del CMH clase I, y los linfocitos CD8*
reconocen Ags asociados a moléculas clase |.

Las Interacciones mediadas por el RCT son criticas para la estimulacién‘de ias
células T, pero éstas por sf mismas no conducen a la activacion celular. Para ello son
necesarias otras interacciones celulares mediadas por las "moléculas accesorias’, que
conducen a las vias alternas de activacién, Algunas de estas moléculas presentes en
linfocitos T son CD8, CD4, CD2, CD11a y CD28. Los ligandos, presentes en CPA son las
moléculas del CMH clase | y Il, LFA-3, ICAM-1 y."[3>7/BB-1 respectivamente, La falta de
participacion de estas moléculas podria conduciria los linfocitos T a un estado de anergia
).

El LEG es una enfermedad autoinmune en la que participan diversos mecanismos
patogénicos que afectan a diferentes tejidos. Numerosas anormalidades se han identificado

en el sisterna inmune de estos pacientes, tanto a nivel humoral como celutar. En el primer
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caso, destaca la producciéon de auto anticuerpcs (Acs) presentes en suero, los de mayor
importancia diagnéstica son aquellos dirigidos contra componentes nucleares,

Estos Acs pueden ser divididos en dos grupos: el primero incluye aquellos dirigidos
en contra.de Ags presentes en varios érganos tales como los componentes nucleares y
citoplasmicos. El segundo grupo de Acs incluye a los que son tejido especificos, es decir
que reconocen eritrocitos, linfocitos, plaquetas, componentes celulares de higado, tiroides,
musculo, estémago y gltandula adrenal por separado (2).

Los Acs antinucleares (AAN) se dividen en cuatro grupos: 1) los que reconocen DNA
de doble cadena, 2) los que reconocen componentes expuestos por purina o pirimidina en
e | DNA de cadena sencilla, 3) los que reconocen histonas que son protelnas bésicas
presentes en el ndcleo celular y 4) los que reconocen proteinas &cidas que forman
complejos DNA o RNA. Los Acs dirigidos contra DNA de cadena simple o contra histonas
se presentan aproximadamente en el 60 a 70 % de los pacientes con LEG (3).

Hasta la fecha no se ha precisadc el papel patogénico de estos Acs, y su significado
clinico no es de facil interpretacién puesto que pueden presentarse también en otras
enfermedades del tejido conectivo.

Se sabe poco de los eventos necesarios para el rompimiento de la tolerancia a lo
propio que conducen al desarrolio de enfermedades autoinmunes, pero se ha observado
que los factores hormonales, ambientales y genéticos pueden participar en los mecanismos
de autoinmunidad.

La respuesta inmune de los pacientes con LEG se caracteriza por hiperactividad de
células B y por funcién disminuida de los linfocitos T y de las células no T, no B (4). La

hiperactividad de las células B podria deberse a una activacién directa e independiente de



linfocitos T, o bien, como resultado de la prdducclén excesiva de factores de crecimiento
y diferenciacion para células B por parte de los linfocitos T reguladores (5).

La reduccidn en el nimero de linfocitos T en sangre periiérica de estos pacientes
probablemente sea secundaria a la presencia de Acs linfocitotdxicos que se producen
contra estas células (6).

l.a presancia de linfocitos T activados en pacientes con LEG parece ser un hallazgo
distintivo de las alteraciones de inmunoregulacién en esta enfermedad. Los receptores para
IL-2se expresan en células T activadas, linfocitos B y macréfagos. Después de la activacion
celular, una fraccién soluble del receptor de IL-2 es liberada por linfocitos T. En efecto,
algunos laboratorios han encontrado un aumento de receptores solubles para IL-2 en
pacientes con LEG (7).

En pacientes y en ratones con LEG se han encontrado diversas alteraciones
funcionales de los linfocitos T, tales como la deficiencia en ta produccién y en la respuesta
alL-2 in vitro (8). También se ha encontrado que la respuesta T ante estimulos mitogénicos
o ante Ags especificos esta disminuida. '

El suero de pacientes con LEG contiene dos grupos de igG capaces de inhibir la
produccién de IL-2 por células T normales (9). El primer grupo puede ser adsorbido por una
linea celular HLA-DR* pero no con una HLA-DR, por lo cual parece inhibir la funcion de
células accesorias. El otro Ac reconoce células T e inhibe su capacidad de producir IL-2 en
respuesta a la estimulacion con fitohemaglutinina (PHA) e IL-1. Altn no se ha definido el
papel de las deficiencias en la produccién de IL-2 en la patogenia del LEG. Se han
encontrado anormalidades en la cadena a del receptor para lI-2 en individuos con LEG.

Debido a que la IL-2 regula la expresién de sus propios receptores (10), algunos autores



han propuesto que los defectos en la expresion del receptor v la respuesta a IL-2 podrian
ser secundarios al defecto en la produccién de IL-2.

Tanaka y cols. (11) confirmaron que las células B de pacientes con LEG cultivadas
in vitro sin estimulos, presentan mayor preliferacién y produccién de inmunoglobulinas.
Estas respuestas son inhibidas por Acs dirigidos contra moléculas clase Il del CMH y son
amplificadas por estimuladores de linfocitos B. Estos datos sugieren que las interacciones
entre linfocitos B probablemente tengan un significado importante en el desarrollo de las
manifestaciones del LEG.

En contraste, esta hiperactividad de células B no se observa en la respuesta humoral
ante la vacuna con virﬁs de influenza o toxoide tetanico. La produccién de Acs en estos
pacientes ante [a estimulacién mitogénica con fitolaca americana (PWM) requiere de ayuda
T, la cual se observa disminulda (12). Mas aun, diferentes autores han propuesto que las
células B no responden ante los inmundgenos debido a que han sido previamente activadas
in vivo. '

Se ha observado que la produccién y respuesta a IL-1 es deficiente en pacientes
lipicos (13). Esta anormalidad podria explicarse en parte por la accion de los inhibidores
de IL-1, Los complejos inmunes unidos a receptores F¢ en monocitos inducen la secrecién
de prostaglandinas y éstas también inhiben la produccién de iL-1 (14).

El interferén- y (IFN-y ) controla la expresion de los genes del CMH e inhibe la
proliferacidn linfocitaria. Esta linfocina bloquea la respuesta de células B al factor de
crecimiento, pero induce su maduracién. De modo que la produccién deficiente de IFN-y
an estos pacientes es probable que coﬁtribuya a las alteraciones observadas en las células
B (15). Ademds en otros reportes se ha encontrado mayor produccién de factores

crecimiento que inducen diferenciacion y proliferacién de linfocitos B (16).



Se sabe que el reconocimiento antigénico est& determinado por elementos del CMH
y esta informacion ha puesto de relevancia la participacion de factores inmunogenéticos en
el desarrollo de una enfermedad autoinmune. En LEG, se ha descrito reiteradamente una
asociacién con los alelos HLA-DR2 y HLA-DR3 (17). Ademas, se ha encontrado una
concordancia del 60% con LEG al estudiar gemelos genéticamente idénticos (18).

Los factores genéticos y hormonales parecen contribuir a la manifestacién del LEG,
pero no son los tnicos factores responsables de este cuadro clinico. Por el momento, un
gran ndmero de preguntas en torno a la biologfa de los linfocitos y citocinas en LEG y otras
enfermedades de! tejido conectivo se encuentran sin respuesta. La relacién causa - efecto
entre las diferentes anormalidades en la respuesta inmune de los individuos con LEG y los

diversos factores ambientales no se ha definido.

PARTICIPACION DE LA MOLECULA CD28 EN LA RESPUESTA INMUNE

Las alteraciones inmunolbdgicas hasta aquf descritas anticipan ser sdlo algunas de
las implicadas en la patogenia del LEG. Debido a que las células T participan de manera
cardinal en tales defectos de {a regulacién celular, en este trabajo se estudid la participacion
de la molécula CD28 en la activacién de linfocitos T. El propdsito es el de definir si esta
glicoproteina transmembranal, su funcionamiento o algun defecto en su expresiér, pudieran

contribuir a integrar el complejo panorama inmunopatogénico del LEG.



Caracteristicas de CD28:

La molécula CD28 es una glicoproteina transmembranal de 88 -90 kDa constituida
por dos glicopéptidos idénticos de 44 kDa unidos por puentes disulfuro, que pertenece a
la superfamilia de las inmunoglobulinas, Los transcritos de RNAm que codifican para este
antigeno son de tamano variable (1.3, 1.5, 8.5 y 3.7 kb), pero todas estas secuencias
comienzan con un palindrome de 61 pares de bases (pb). La generacion de los diferentes
transcritos involucra dos eventos postranscripcionales. El par de transcritos mas largos
(3.5/3.7 kb} resulta de la utilizacién de una secuencia de poliadenilacién, que conduce a la
adicién de 2167 pb antes del primer sitio de poliadenilacién que utilizan las dos secuencias
més cortas (1.3/1.5 kb). La diferencia de tamario entre los transcritos de 1.3y 1.5035y
3.7 se debe a un mecanismo de procesamiento alternativo que corta a 252 pb del exdn que
codifica para el clominio extracelular dela membrana. A pesar de que se han descrito estas
cuatro especies de RNAm, hasta el momento sélo se ha identificado una forma de la
proteina.

En humanos, CD28 normalmente se expresa en el 95% de los linfocitos T CD4+ y
al menos en el 50 % de los linfocitos T CD8+ de sangre periférica (19).

En los 6rganos linfoides secundarios y en sangre periférica de ratones, todos los
linfocitos T CD4* y CD8* expresan CD28, En el timo, la expresidn de esta molécula es de
2 a 4 veces mayor en linfacitos inmaduros CD3” CD8*, en CD4* CD8* y en CD4CD8. La
funcién coestimulatoria tan significativa de CD28 en células maduras, aunada a la gran
expresion de esta molécula en linfocitos inmadura, sugieren que tiene un papel importante

en la ontogenia de linfocitos T de ratones (20).



Papel de CD28 en la activacién celular:

La activacion de linfocitos T requiere de una sehal Ag especifica transmitida por el
complgjo del receptor de células T (RCT) con las moléculas CD3. En tanto que el RCT
regula la especificidad de la respuesta inmune mediada por células T, la presencia o
ausencia de sefales coestimulatorias regula la expresién genética de las linfocinas. La
naturaleza de estas seiiales parece determinar también que un linfocito se active o adquiera
un estado de tolerancia. Se ha propuesto que el estado de anergia puede ser el resultado
del encuentro celular con el Ag en ausencia de sefiales coestimulatarias (21).

La activacién celular involucra una serie de pasos gue comienzan con el
reconocimiento antigénico, seguido de los eventos que inducen la entrada al ciclo celular
y la mitosis. La activacidn celular puede dividirse en tres partes: la primera requiere
propiamerite de las interacciones celulares. La segundainvolucra sefiales transmembranales
tales como la fosforilacién y desfosforilacién de proteinas, que regulan los eventos
intracelulares producidos en respuésta a las sefiales extracelulares. La tercera parte incluye
la subsecuente activacién genética que induce a la produccién de citocinas y otros
productos requeridos para la proliferacién y crecimiento celular.

Algunas de las formas habituales de activar a una célula son mediante el estimulo
antigenico, el uso de forbol miristato acetato (PMA) o lectinas mitogénicas, o bien, con Acs
menoclonales dirigidos contra el RCT/CD3. Al coestimular a una célula CD28*
simultaneamente con Acs contra CD28, se observa un incremento en la proliferacién celular
v en la produccién de ciertas citocinas, tales como IL-2, factor estimuiador de colonias

granulocitico monocitico (GM-CSF), IFN- y y factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) (22).



Existen diversos argumentos para pensar que los mecanismos de activacidn
inducidos por la estimulacién de CD28 o de CD3/RCT son diferentes. La estimulacién del
RCT conduce a que la enzima tirosin-cinasa fosforile varios sustratos, entre ellos a la
fosfolipasa Cy1, 1o cual genera segundos mensajeros que activan a la protefna cinasa C
{PKC) @ incrementar: la concentracién de czlcio (Ca?") intracelular..La activacién mediada
por CD28 difiere de la anterior en que no requiere de la participacién de la PKC. Asl, estas
dos vias de activacién son diferentes, pero sinérgicas.

Recientemente se confirmd que la via de activacién mediada por CD28 requiere de
la elevacion del Caf* intracelular (23), Se encontrd que el estimulo de las roléculas CDS
6 CD28 con Acs monoclonales, conduce a la expresién del Ag de activacién CD69 en
linfocitos T. El tratamiento de estas células con agentes quelantes del Ca®* o con
inhibidores de tirocin cinasa inhibe la expresién de CD69. Estos resultados indican que los
receptores CD28 y CDS5 tienen capacidad de transmitir sefiales de manera Ag
independiente.

Otro grupo de iﬁvestigadorés encontrd resultados similares (24), pues confirmaron
que el estimulo simultaneo de las moléculas CD5S y CD28 con Acs monoclonales
inmovilizados conduce a la activacién policlonal de linfocitos T. La estimulacién de estas
moléculas por separado no indujo proliferacién celular. Se observé que este féndmeno es
dependiente de IL-2.

La senal de transduccidn transmitida por el RCT requiere de la expresion de la
fosfatasa de CD45, en tanto que CD28 puede fucionar independientemente de ésta. Las
diferencias entre estas dos vias han sido confirmadas con agentes farmacoldgicos, puesto

que la activacién mediada por el RCT puede bloquearse con ciclosporina A o con agentes



que incrementan la concentracién intracelular de AMP ciclico. En contraste, la activacion
mediada por CD28 as resistente a estos farmacos (25).

La produccién de -2 en respuesta al estimulo de CD28 es sinérgica con la
respuesta al ionéforo ae calcio y ester de forbol. Esto es de particular importancia porque
anteriormente se consideraba cue ias sefales transmitidas por estos farmacos inducian la
méxima respuesta en linfocitos T. Lo anterior corrobora que la via de activacién mediada
por CD28 es distinta de la que emplea el RCT (26).

El papel de las vias de activacién independientes de Ag en la respuesta inmune
puede tener diferentes significaclos. En ciertos casos representa una forma de amplificacion
y mayor eficiencia de [a respuesta inmune, mientras que en otros casos puede funcionar
como un mecanismo mediante el cual [as células se involucran de manera inespecifica y
andrquica en dicha respuesta. Se observa activacion celular independiente de Ag al
estimular simultdneamente con Acs monoclonales contra CD2 y CD28 en presenciade IL-2
(27). También se ha logrado la induccién de receptores para IL-2 al estimular con Acs

contra CD28 en presencia de IL-6 (28).
Interaccidén de CD28 con el ligando B7:

Recientemente se describid el papel de CD28 en las interacciones celulares entre
linfocitos T y las células presentadofas de Ag (CPA) (29). La molécula B7, definida en la
actualidad como el ligando de CD28, normalmente se expresa en linfocitos B activados y
monocitos. También se ha encontrade en células B activadas con virus de Epstein-Barr y
en linfomas de Burkitt (30,31). Debido a que esta molécula no se presenta en células en

reposo, se piensa que los fenémenos de adherencia mediados gor CD28 y B7 contribuyen



a mantener y amplificar la respuesta inmune, no a iniciarla. Esto es consistente con la
funcién reguladora de CD28 en la produccién de citocinas.

La importancia de las interacciones celulares mediadas por estas moléculas se
cemprobé con lineas célulares que normalmente no expresan B7. A dichas células (NALM-6)
se les transfecté el gen que codifica para esta proteina, y de manera indirecta se les midié
fa eficiencia en la funcién de presentacién antigénica. Se cultivaron células NALM-6 con
linfocitos T, y se observd que la produccién de IL-2 por éstos Ultimos tuve una relacién
directa con la expresién de B7 por células NALM-6. Las células que no expresaron B?7
fueron incapaces de inducir la produccién de IL-2 por linfocitos T CD4™ (32).

Otro grupo de investigadores describié la importancia de la interaccién CD28 y B7
en la funcidn citotéxica y en la respuesta alogénica de linfocitos T inrnaduros (33). Los
autores encontraron que en estas células el estimulo del RCT/CD3 por sf solo resulta
insuficiente para la induccion de una respuesta citotéxica o proliferativa. Mediante la
transfeccidn de B7 en lineas celulares que normalmente no expresan este Ag, se comprobd
que la interaccién entre CD28 y B7 es un evento fundamental en las respues*as antes
mencionadas.

Tan y cols. {34) obtuvieron conclusiones semejantes, pues demostraron que al
bloquear la interaccién entre CD28 y B7 con Acs monoclonales, se induce una
hiporrespuesta en linfocitos T ante la reestimulacién antigénica.

La expresién de ciertas moléculas de activacion celular frecuentemente se incrementa
durante la inflamacién crénica. En relacién a este fenémeno, Sansom y cols. (35) estudiaron
la expresion ce B7 en células T, ya que éstas tienen la capacidad de presentar antfgeno
mediante la expresién de moléculas de! CMH clase !l. Los resultados de este trabajo indican

que B7 se expresa en linfocitos T que han sido estimulados continuamente in vitro, pero no
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en linfocitos en reposo. Probablemente las interacciones entre linfocitos T mediadas por B7

y CD28 sean de particular importancia para evitar el estado de anergia,
Participacion de CD28 en la produccién de citocinas:

El Ag CD28 funciona como un regulador de la activacién, interviene en la
transcripcién genética de linfocinas y en la estabilizacién de RNAm que las codifica.

Se ha propuesto que la participacién de CD28 resulta en una mayor secrecién de
citocinas debido a que estabiliza sus transcritos e incrementa la sintesis de éstos, con lo
cual la produccidn de citocinas se torna de autderina a parécrina (36,37).

Diferentes grupos de investigadores han logrado identificar una secuencia de 10 pb
en el promotor de IL-2 que funciona como elemento de respuesta (CD28RE) a las sefales
transmitidas por CD28 (38). Civil y cols. demostraron que CD28RE es también la secuencia
responsable cle la respuesta a otras sefales estimulatorias tales comao Ias inducidas con
PMA o Acs anti-CD3 (39); es decir,lque diferentes estimulos convergen en la accidn sobre
CD28RE. Las mutaciones en esta secuencia conducen a la reduccién de la respuesta
mitogénica.

Williams y cols. (40) emplearon el hibridoma de células T Jurkat J32 para demostrar
que en estas células la estimulacion con Ac anti-CD28 es suficiente para inducir la secrecion
de IL-2. Este efecto puede amplificarse al coestimular con Acs anti-CD2 6 anti-CDS.

La molécula CD28 también es un regulador de la transcripcién genética del factor
estimulador de colonias-1 (CSF-1). Las células T activadas con Acs anti CD2 6 CD28 por

separado no proliferan ni secretan esta citocina, pero la combinacién simultanea de dichos
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estimulos conduce a la acumulacién de altos niveles de CSF-1 y a la secrecion de la

proteina biolégicamente activa (41).
Participacion de CD28 en otras funciones celulares:

La estimulacién del RCT/CD3 con Acs monoclonales tiene como resultado un répido
incrémento en la acherencia de linfocitos T mediada por las moléculas LFA-1 y VLA, Shimizu
y cols, (42) demostraron que la estimulacién simultdnza de CD7 y CD28 con Acs
manoclonales, o el trat_amiento con iondforo de Ca®*, induce un répido incremento en la
adhesién mediada por fibronectina, ICAM-1 y VCAM-1.

Recientemente se describié un Ag de activacién denominado CTLA-4. Este es un
segundo receptor para B7, que a diferencia de CD28, Unicamente se expresa en linfocitos
T activados (43).

Linsley y cols.(44) demostraron que la estimulac‘ién simultdnea de CD28 y CTLA-4
con Acs monoclonales, produce un efecto sinérgico en la induccién de proliferacién de
linfocitos preactivados. La molécula CTLA-4 regula de manera cooperativa con CD28 la
adhesién y activacién celular mediante las interacciones con B7.

Otros investigadores han demostrado que al interferir en la union entre CD28 y B7
usando un Ac monoclonal contra CTLA-4, es posible la alorespuesta (45). De la misma
forma se puede inhibir la respuesta primaria de Acs (46).

Hasta el momento no se ha logrado definir con precisién el papel de la células CD28&
en la respuesta inmune puesto que la expresién de esta molécula puede inducirse, lo cual

implica que las subpoblaciones CD28* y CD28 no estan constituidas por células fijas (47).
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OBJETIVOS

La finalidad de este trabajo es detectar las diferencias y semejanzas del papel de la
molécula CD28 en la respuesta inmune de individuos con LEG y de sujetos sanos, por lo

cual, los objetivos fueron los siguientes:

1) Medir la proliferacion de linfocitos T de sangre periférica de pacientes con LEG y de

sujetos normales después de la estimulacién con Acs Mo anti-CD3, o anti-CD3 + anti-CD28,
2) Cuantificar la IL-2 producida por linfocitos T de sangre peritérica de pacientes con
LEG y de sujetos normales en respuesta al estimulo con Acs Mo anti-CD3, o anti-CD3 + anti

CcD2s.

3) Cuantificar la expresién de la molécula CD28 en la membrana celular de linfocitos T
CD4* & CD8* de sangre periférica mediante citometria de flujo en las células de los

individuos antes mencionados.

4) - Estudiar los transcritos de RNAM de CD28 en los linfocitos T de los mismos

individuos mediante la técnica de Northern Blot.

5) Correlacionar los resultados obtenidos con la actividad clinica de ios pacientes.
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HIPOTESIS

Ante el planteamiento de que la molécula CD28 es uno de los elementos que
contribuyen a la anormalidad de la respuesta inmune de los pacientes con LEG, las

hipStesis del trabajo fueron las siguientes:

1) La proliferacién de linfocitos T de sangre periférica de pacientes con LEG en respuesta
a la estimulacién con Acs Mo anti-CD3, o anti-CD3 + anti-CD28, difiere de la proliferacién

de linfocitos T de sujetos normales en respuesta a los mismos estimulos.

2) Al estimular linfocitos T de sangre periférica con Acs Mo anti-CD3, o anti-CD3 + anti-
CD28, la produccidon de 1-2 por linfocitos de pacientes con LEG es diferente de la

producciodn de esta citocina por linfocitos T de sujetos sanos.

3) La expresion de la molécula CD28 en la membrana celular de linfocitos T CD4* 6 CD8*
de sujetos sanos, es diferente de Ia expresion de esta molécula en linfocitos T de pacientes

con LEG.

4) La expresién de RNAm especifico para CD28 en los linfocitos T uiz sacientes con LEG

difiere de la expresion de este transcrito en linfocitos T de sujetos sanos.

5) La proliferacién de linfocitos T y la produccion de IL-2 en respuesta al estimulo con Acs
monoclonales anti-CD3 + anti-CD28, asi como también la transcripcién y traduccion de

CD28, correlacionan con el estado clinico de los pacientes con LEG.
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MATERIAL Y METODOS

Estudio de la proliferacién celular y produccidn de IL-2 por
linfocitos T en presencia de Ac anti-CD28:

En esta parte se estudid un total de 10 pacientes con LEG sin traiamiento
procedentes de la consulta externa del Departamento de inmunologia y reumatologia del
INNSZ. Todos los pacientes cumplieron con minimo cuatro de los criterios de clasificacién
de la enfermedad del Colegio Americano de Reumatologia (48). Simultdneamente se
estudiaron § sujetos sanos, La mitad de los pacientes tenian la enfermedad en actividad y
los demas se encontraban en remisién, Todos los individuos estudiados tenfan entre 22 y
40 anos. La duracién de la enfermedad fue de 0.5 a 8 afios, con un promedio de 6.8 afos.
En el momento del estudio ninguno de los pacientes estaba bajo tratamiento con
corticoesteroides o agentes inmunosupresores. La actividad clinica de la enfermedad fue
evaluada con una escala de 1 a 16 puntos de acuerdo a los criterios del Mex-SLEDAI (49).

Se extrajeron células mononucleares (CMN) de sangre periférica heparinizada
mediante un gradiente de Ficoll-Hypaque. Las CMN se lavaron 2 veces con buffer de
fosfatos (PBS) a 1400 rpm y se incubaron durante 2 hrs en cajas Petri a 37°C en atmésfera
de CO, al 5%, con la finalidad de separar los macréfagos en base a su capacidad de
adherencia al vidrio. Posteriormente, las células no adherentes (Ir3 I Wfocitos T y B) se
incubaron durante 45 min a 37°C en columnas de 600 gr de nylon/lana. Al término de la
incubacion las células T fueron eluidas con medio de cultivo RPMI suplementado con suero

bovino fetal (SBF) al 10% a la misma temperatura.
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Ensayos de proliferacién celular: Se cultivaron 10°  linfocitos T con RPM! + SBF
en cajas de 96 pozos con dosis de 1 pg/ml del Ac Mo 9.3 (50), dirigido contra la molécula
CD28. Esta Ac Mo fue donado por el Dr. R.A.W. Van Lier. En los mismos pozos se afaderon
0.5 pg/p! del Ac Mo 64.1 (51), que recnnoce al complejo CD3/RCT. Este Ac Mo fue una
donacién dlel Dr. P Lipsky (Universidad de Texas, Dallas). La capacidad estimulatoria del
Ac Mo 64.1 se incrementa notablemente cuando éste selﬁja a la placa de cultivo, razén por
la que dicho Ac se adsorbié a la caja de cultivo con una hora de anticipacién a la siembra
de las células. Los Acs antes mencionados se emplearon en dosis subdptimas para facilitar
la observacion del efecto coestimulatorio ejercido por ambos sobre los linfocitos T, Los
cultivos celulares se hicieron en presencia y ausencia de IL-2, A los tres dias de incubacién,
las células fueron marcadas con 0.5 pCi de timidina tritiada ([>H]dTdh). A las 18 hrs se
recolectd el sobrenadante praveniente de cada pozo para cuantificar la produccidn de IL-2
y en las células se midié la proliferacién mediante la incorporacién de [>-H]dTdh. La
medicién se efectué en un contador de centelleo y se expresé en cuentas por minuto
(CPM). Los cultivos se hicieron por triplicado, los resultados obtenidos representan el
promedio obtenido.

La desis de los Acs empleados se eligié en base a los estudios de dosis-respuesta.
Las células se cosecharon a los tres dias puesto que se observd que antes de este tiempo
la respuesta fue pobre, y después del tercer dia comenzd a decaer. s decir que las

técnicas se estandarizaron con dosis y tiampos de cultivo éptimos.



Cuantificacion de la produccidn de 1L-2: La IL-2 producida por los linfocitos T se
cuantificé mediante bioensayo con células CTLL (52). Se empled esta linea celular porque
su capacidad proliferativa es dependiente de la actividad biolégica y concentracién de IL-2.
La finea se obtuvo del American Type Culture Collection (ATCC).

Tres clias antes del ensayo, las células CTLL se descongelaron y se cultivaron con
RPMI-SBF 10%, con el sobrenadante proveniente de las células C63 (ATCC), productoras
de -2 (concentracidn final=IL-2 al 20%). A los 3 dfas se lavaron y se ajustaron a una
concentracion de 10° células / pozo. Posteriormente se incubaron durante 24 hrs con 100
pl de los sobrenadantes antes mencionacdos. Durante las Ultimas 8 hrs del cultivo se
adicionaron 0.5 ;1 Ci de [*-H]dTdh a cada pozo. l.a proliferacién celular se midié en la forma
antes mencionada. La conversién de proliferacién celular (expresada en CPM) a unidades
de IL-2 se realizé con ayuda de una curva estandar obtenida con IL-2 recombinate

humanana (Genzyme, Boston, Massachusetts). Los ensayos se realizaron por triplicado.
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Expresién de CD28 en la membrana celular de linfocitos T:

El andlisis de la expresién de CD28 en la membrana celular de linfocitos T se efectud
mediante citometria ds fiujo (53). Estos estudios se realizaron con la intencién de detectar
diferencias cuantitativas en la expresién de CD28 en las subpoblaciones de células T CD4*
y CD8* de los pacientes e individuos normales. El hecho de encontrar anormalidades en
la expresidn de esta glicoproteina podrfa involucrar mecanismos transcripcionales o post-
transcripcionales.

Se extrajeron CMN de sangre periférica de 6 sujetos sanos y 10 pacientes con LEG,
de los cuales 5 tenfan la enfermedad inactiva y 5 la tenfan en actividad. En estas células se
analiz6 la expresion de los siguientes marcadores de membrana de linfocitos T: CD3, CD4,
CD8 y CD28. En un tubo con 10° CMN se cuantificaron las célutas CD3*, en otro tubo con
el mismo nlmero de células se cuantificaron los linfocitos T CD4*, CD28* vy en otro tubo se
cuantificaron los linfocitos T CD8*, CD28*.

Para la cuantificaciéon de los linfocitos CD3* se empled el Ac Mo OKT3 (IgG2a,
ORTO, New .Jersey) fluaresceinado. El procedimiento consistid en incubar 10°CMN con 15
ul det Ac por 30 min a 4°C y lavar las células a 4°C con PBS + suero de caballo al 1%. Este
lavado se efectud para eliminar el exceso de Acs que no se unieron a las células. La
cuantificacion de los otros marcadores se realizé de la misma manera. Se incubaron las
CMN con 10 ul del Ac Mo anti-CD4 unido a ficoeritrina (lgG1, Becton Dickinson), enseguida
se lavaron las células y se incubaron con 15 pl del Ac Mo anti-CD28 fluoresceinado (IgG1,
AMAC). Para el estudio de la subpoblacién CD8*, CD28" se emplearon 10 ul del Ac Mo anti
CD8 unido a ficoeritrina (IgG2a, Becton Dickinson). En todos los casos, después del titimo
lavado las células fueron fijadas con formaldehido al 3%. Finalmente se analizaron en el

citémetro de flujo (FACS Scan, Becton Dickinson).



Estudio de {a transeripcidn de CD28:

El estudio de la transcripcién de este aniigeno se efectud con el objetivo de
comparar |os transcritos de CD28 en individuos normales y lipicos. En caso de existir
alguna diferencia en la expresion de dicha glicoproteina, rediante el anlisis del RNA podrfa
definirse si la altaracién e3 a nival transcripcional o post-transcripcional.

En esta parte del proyecto se estudiaron 12 pacientes con LEG, de los cuales 6
tanien la enfermedad en actividad y 6 se encontraban en remision. Simultineamente se
zstudiareon 6 individuos nermsles.

Exiszoeion dal RNA: Se extrajo RNA de 107 CMN de sangre periférica de cada sujeto
estudiado. .2 extraccion se liavd a cabo con fa selucidn ANA zol, que contiene tiocianato
de guanidingn, Esta solucion promueve fa formacion de complejos de RNA-guanidina-agua,
e inhibe Ias interacciones hidrofilicas entre el DNA vy las protelnas (54).

Se homogeneizaron 10’ CMN con 2 ml de RNA zol. Se agregaron 0.2 ml de
cloroformo con agitacion. La suspensidn se incubé a 4°C durante 5 min y se centrifugd a
12000 g, 15 min a la misma temperatura. Se transfirio la fase superior a un tubo Eppendorf
puesto que contenia el RNA en solucién, y se desechd la fase inferior constitufda por
cloroformo, preieinas y DNA. Se arfiadid isopropanol a la fase acuosa en proporcion 1:1 con
ef fin de precipitar el RNA. Esta mezcla se incubd por 15 min a 4° C y se centiifugd en las
condiciones anies mencionadas. Se obtuvo al botdn de RNA al fondo del tubo y se extrajo
ol sobrenadante con una pipeta Pasteur. Finalmente s@ anadié etanol al 75% para lavar el
botdn de RNA, v se cantrifugd a 7500 g durante 10 minutos a temperatura ambiente. El RNA
asi obteniclo s» resuspendié en 15 ul de agua tratada con dietil pirocarbonato (DEPC), se

cuantificé con un espsacirofotdmetro y se congelé a -70°C hasta el memento de su

utilizacién.



Amptificacién del plasmido: En {os ensayos de hibridacion del cDNA especifico para
CD28 con el RNA extraido de los linfocitos T, se empled la secuencia de cDNA de 1.5 kb
insertada en el sitio de corte de Eco Rl del vector PGEM-3Z, Dicho vector tiene una longitud
de 2.4 kb, cuentados sitios de inicio de la transcripcion y con diversos sitios de restriccidn.
Las colonias transformantes son resistentes a la ampicilina y son de color blanco.

Preparacion de células competentes: El plasmido se amplificd a gran escala en una
cepa de Eschericha coli, para lo cual se hicieron precultivos de una colonia en 3 ml de
medio Luria-Bertani (1.B). lLos tubos se incubaron por 10 hrs a 37°C con agitacién.
Posteriormente se diluyd el precultivo en en 500 ml el mismo medio, v se crecié el cuitivo
an la mismas condiciones hasta que se ilegd a la fase log, (DO, = 0.6). Inmediaternente
después se incué en hielo para detener el crecimientc celular y se separaron las células
mediante centrifugacidn a 4°C y 8000 rpm durante 10 min. El boton celular fue resuspendido
en CaCl, 100 mM con agitacién lentay se centrifugd nuevamente. Las células competentes
sa resuspendieron en 3 ml del misnio reactivo y se conservaron a 4°C hasta el momento
de su utilizacion.

Obtencién de colonias transfectantes: A 200 ! de la suspensidén con células
competentes se les agregd 0.5 ug del plasmido. Para facilitar la penetracion éste en las
células se indujo el chogue térmico. Esto se logré con una incubacién en hielo por 30 min,
seguida del calentamiento a 42°C durante 2 min y oira incubacién en hielo por 1 min. Las
células asf tratadas fueron sembradas en 800 ut de medio LB y se incubaron 45 min a 37°C
con agitacion. Finalmente, se hicieron diluciones de la suspensién celular que fueron
sempradas en cajas petri con agar LB en presenciay ausencia de ampicilina, 5-Br-4-Cl-6-D-

galactésido (%-Gal) e isopropil-tio-B-galaciésido (IPTG). Se seleccionaron las .colonias
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transfectantes por su color blanco v su capacidad de crecimiento en presencia de los
reactivos antes mencionados.

Crecimiento de las colcnias transfectantes: Una de las colonias transfectantes se
sembréd en 3 mil de medio LB con ampicilina y se incubd 12 hrs con agitacién a 37°C. Los
3 mi con ¢l indculo se cembraron en 500 mi del mismo medio con cloranfenicol y
amipiciling, af cultivo se incubd en las mismas condicicnes. El crecimiento celular se detuvo
incubando en hielo por 30 min.

Purificacién del plasmido: Las céulas del cuiltivo fueron centrifugadas y se
resuspendiercn en un buffer con lizosima. Con el objeto de lisar la pared celular, se les
Indujo choque térmico mediante el cambio brusco de temperatura. Las células lisadas
fueron centrifugadas y el sobrenadante se precipité con LiCl e isopropanol a -70°C. El
precipitado se separd por centrifugacién a 12000 rpm, 20 min a 4°C y se lavé con etanol
al 70%. Para eliminar el RNA presente en la muestra, se efectué un tratamiento con RNAsa.
El pladsmido asf amplificado se aisl6 mediante un gradiente de CsCI, que se formé al
centrigugar por 3 hrs a 85 000 rpm. Se empled bromuro de etidio para visualizar el halo
formado por el plasmido. Por Gltimo, se le efectuaron dos extracciones con fenol/cloroformo

y varias didlisis para eliminar las proteinas presentes y el bromuro de etidio.

Northern Blot: La deteccién de secuencias nucleotidicas ¢ - " .NAm de CD28 se
efectud mediante Northern Blot (55). Para llevar a cabo esta técnica, se . ealizé el corrimiento
electroforético del RNA en geles de agarosa al 1% con buffer desnaturalizante. Se
emplearon 20 ug de RNA de cada individuo. Cada muestra se desnaturalizé a 65° C por 15
min con una solucién desnaturalizante. Las muestras fueron corridas con buffer de carga.

Al finalizar el corrimiento, se tifid el gel con bromuro de etidio y se visualizé el RNA con luz
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ultravicletz, EI RNA se transfirié a membranas de nitroceiuiosa con buffer de transferencia
durante 15 hrs y posteriormente sc fijé a la membrina en un horno al vacio a 80°C durante
2 hrs. La membrana se prehibridé con buifer de hibridacion durante 2 hrs y se hibridé por
18 hrs con la sonda especifica para CD28, que previamente habia sido marcada cen 2 R

Marczje do la sonda: La sonda se marcd con el método de Nick translation (56,57).
8o tomaron 50 ng del plésmido v se digirieron con Eco RI para obtener por separado ef
inserto do cDMA aspecifico para CD28. Se desnaturalizaron 25 ng de esta sonda mediante
calentamiento a 95°C por 5 imnin. Se adicionaron 2 ul de dATE 2 ul de dGTR 2 pl de dTTR
18 pl de butier con iniciadores, 5 pl de [a-"PdCTP aproximadamente 50 3 Ci), y se agrego
agua hasta un vciumen final de 49 ul. Finalmente se afadid el fragmento Klenow y se
incubd la mezcla por 1 hr a temperatura ambiente, La reaccién se detuve con 5 ul de EDTA
a pti=7y se agregaron 100 ;! de buffer TE para incrementar el voiumen final de la mezcla.
1.os 150 pl resultantes se pasaron por una columna de Sephadex-G50 con el objetivo de
desechar los fragmeantcs de DNA restantes y recuperar dnicamente la sonda marcada con
2P La sonda se eluyd de la columna mediante centrifugacién a 1400 rpm y se diluyd en
¢l buffer de hibridacién con el cual se incubd la membrana de nitrocelulosa durante 18 hirs
a 42° G,

Al finalizar el tismpo de hibridacién, se lavd la membrana dos veces con SEC 2x a
temperatura ambiente y dos veces con SSC 0.1x + SDS 0.1% a 50 °C.

La senal positiva se detecté mediante autoradiografia con papel X-OMat-AR vy se

cuantificd por densitometria.



RESULTADOS
Efecto del Ac anti-CD28 sobre [a proliferacidn linfocitaria:

En {a tabla 1 se muestra la respuesta protiferativa de los linfocitos T de los
individucs nonmales y de los pacientes con l;EG &n presencia del Ac anti-CD3 al cabo de
3 dias de cultivo. Se pusde apreciar una mayor respuesta en las células de los pacientes
con lupus, ai compararla con la de los sujetos control, También se puede ver que al
considerar el estado clinico de la enfermedad, dicho defecto fue mas pronunciado en el
caso de los linfocitos T depacientes con lupus inactivo.

Al coestimular las célutas con Ac anti-CD3 y Ac anti-CD28, se observo un fuerte
incremento en la respuesta proliferativa de les linfocitos de todos los sujetos estudiados
{tabla 2).

Dicho aumeanto en 2 respuesta proliferativa fue mayor en los linfocitos de
pacientes con la enfermedad activa que el obtegnido con células de pacientes en
remisién v con células normales. Si bien el promedio de este incremento de la respuesta
proliferativa en presencia de anti-CD28 fue estadisticamente significativo al compararse
con lo observado en las células normales, hubo una respuesta heterogénea en el grupo
de pacientes con lupus. Si tomamos en cuenta el limite de confianza J.. 95%
encontrado en el grupo normal [18.48 - 19.6], encontramos que 7 paci. ‘es estuvieron
por arriba de este limite, 3 con lupus activo y 4 con la enfermedad ipactiva.

En toclos los casos se observd una respuesta adn mayor al realizar los cultivos en

presencia de il-2. Nuevamente, la mayor respuesta se present6 en los linfocitos de

pacientes con LEG.
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Tabla 1

Respuesta proliferativa de linfocitos T de pacientes con LEG
y de controles sanos {cpm x i0™)

T+-anti-CD3 T + anti-CD3 T + anti-CD3 T+anti-
+ anti-CD26& + L2 CD3+anti-
cD28+1L-2
LEG activos 73.21 10.796 7.721 31.227
10.081 65.263 19.881 33.544
4,300 10.910 4.602 17.935
6.333 8.415 6.884 24.258
12.651 105.175 10.483 108,913
19.143 132,239 21.104 148.628
Fromedio * 9.971 = 2,188 55.835 = 11.779 * 2.864 60.483 =
EE 22.112 22.068
LEG inactivos 2425 7.205 11.806 37.879
2.990 32.992 6.864 73.997
6.690 25.697 50.950 73.055
4.979 39.415 26.908 44.885
32.717 10.286 47.696 116.692
34.309 100.482 60.278 116.120
Promedic = 14.018 = 46.820 = 34.083 = 9.023 77104 =
EE 6.198 13.593 13.77
Controles -4,523 18.774 11.633 21.376
3.600 17.300 12.480 26.283
4.210 18.140 13.917 25.240
1.602 11.130 13.456 25.159
5.455 18.555 17.627 29.690
3.182 15.307 12.300 25,158
Promedio * 3.872 + 0.537 | 16.534 = 1.196 | 13.568 = 0.878 | 25.484+ 1.087
EE

Las células T sin estimulo en todos los casos presentaron menos de 2.6 x 10 ™ cpm. Los valores indican
of promedio = el error estandar (EE). En todos los casos p = 0.01 vs controles.
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Tabla 2
Promedios de ios valores de respuesta profiferativa de tinfocitos

T de pacientes con LEG y de controles sanos (cpm x 107°)

T 4 anti-CD3 T + anti-CD3 + % Incremento
anti-CD28
LEG ACTIVOS 9.971 5E.835 459.97
LEG INACTIVOS 14.018 46.820 233.99
CONTROLES 3.672 13.568 269.49
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Respuesia pr

{cpm X 10°°)

100

T+anti-CD3+anti-CD28+I1.2 T+anti-CD3+IL2

T+anti-CD3+anti-CD28

T+anti-CD3

Controles

NN

LEG inactivo

\

£

2

[___1LEG activo

Las barras representan el promedio de los valores individuales + e! error estdndar (EE).



Tahla 3

Produccion de IL-2 por linfocites T ( wnidades / mil)

{ [ T + anti-CD3 T + anti-CD3 +anti-CD28
LEG ACTIVOS 38.2 62.6
3é.4 58.2
40.6 71.3
3%, 6£.6
204 62.0
r Promedio + EE 35.32 + 1.85 L 64.14 + 2.16 J]
LEG INACTIVOS 40.6 51.1
45.6 66.2
38.5 54.9
34.3 60.8
37.3 65.1
Promedlio + EE 39.26 + 1.88 59,62 + 2.91
COMTROLES ' 48.5 64.8
44,3 69.6
53.8 G8.3
56.7 75.3
51.6 84.5
[ promediozEE | 50.98 = 2.14 72.50  3.44

Al comparar la -2 producida por linfocitos de controles con la producida por
linfocitos de lupicos activos se obtuvo un_valor de p= 1.837 x 10°. En presencia de anti-

CD28 los valores correspondientes no mostraron diferencias significativas.
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Produccién de IL-2 por linfocitos T
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Tabta 4
Promedios de {os valores de produccion de L2 por linfocitos T

( unidades / ml)

T + anti-CD3 T + anti-CD3 + % Incremenio
anti-CD28
LEG ACTIVOS 35.32 64.14 81.59
LEG INACTIVOS 39.26 59.62 51.85
CONTROLES 50.98 72.50 42.21

Efecto de CD28 sobre la produccién de |L-2:

En la tabla 3 se observa que la produccién de IL-2 por los linfocitos de pacientes
con LEG ante el estimulo con Ac anti-CDS3, fue menor que la obtenida por linfocitos de
sujetos sanos. Esto estd de acuerdo con lo reportado en la literatura. En los pacientes
con ta enfermedad activa esta deficiencia se vio més pronunciada.

Al coestimular con el Ac anti-CD28, en todos los casos se observé un incremento
en la secrecién de IL-2.

En la tabla 4 se observa qﬁe el incremento en la secrecién de IL-2 al cuitivar las
células en presencia de anti-CD28, fue mucho mayor en las células de pacientes activos.
En promedio, hubo un 81,59 % de aumento en la produccién de IL-2 en Iipicos activos,
un 51.85% en pacientes inactivos y un 42.21% en controles sanos 1l comparar los
niveles de produccién en respuesta al estimulo por anti-CD3 o con anti-CD3 + anti-
CD28. Los linfocitos de los pacientes mostraron una hiper-respuest.. znte el estimulo con
Ac anti-CD28,

A pesar de que la produccién de IL-2 por linfocitos de sujetos sanos fue mayor, el
incremento de esta respuesta en presencia de Ac anti-CD28 fue en promedio del 42.21

%, mientras que en los pacientes con lupus fue del 66.72 %.
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cpm INCORPORACION 3H TIMIDINA

Correlacion entre la respuesta proliferativa de células Ty Ia
produccidn de 11-2:

Con el ﬁn de conocer la relacidn entre la respuesta proliferativa inducida mediante
el estimulo de CD28 y la produccidn de Il-2 por las células de cada sujeto estudiado, se
realizd un andlisis de correlacién lineal entre ambas mediciones. Se encontré una alta
correlacién tanto en las células de los pacientes con lupus como en las de los controles

(r=0.88).
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Fig.1 Correlacion entre la respuesta proliferativa de células T (expresada en cpm)y la
produccion de IL-2 (expresada en unidades de IL-2). Ambos estudios se efectuaron en

las mismas células.
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Tabla 5

Expresion de CD28 en membrana celular de linfocitos T de
paclentes con LEG y sujetos normales

cpD3* cDa* cD8* CD4" (%) cbs* (%6)
CpDas* CcD28*

L.AC. 50.47 83.02 16.85 32.60 98.7 8.59 50.97
81.27 35.7 28.21 34.2 95.79 17.81 63.13
92.80 44.83 39.4 40.69 80.76 33.16 84.61
12.42 5.76 4.68 5.09 88.36 2,99 63.88
, 75.45 61.7 17.65 615 99.67 14.62 81,90
L.IN. 89.49 45,88 38.07 42.33 92.26 20.83 54.71
79.85 4478 25.74 44,63 99.66 17.82 69.23
51.10 34.4 13.42 33.78 98.19 9.88 73.62
78.35 48.24 18.11 47.82 99.12 8.96 49.47
77.36 47.33 16.08 43.23 91.32 7.77 48.38

CONTR. 86.59 51.7 2776 ~ 513 98.22 19.23 69.75
80.08 47.42 34.21 42.12 99.3 26.27 76.79
84.81 53.62 - 3237 53.2 99.21 20.01 62.43
83.96 43.73 39.56 43.26 98.92 28.34 71.€3

87.04 53.3 22.99 52.90 99.24 18.61 80.94
85.08 58.05 29.57 56.3 96.98 16.80 56.81
95.48 56.73 31.5 56.54 99.66 24.81 792.13

L.AC = lipicos activos L.IN = llpicos inactivos

Contr = Controles sanos.
Los valores representan el porcentaje de células que expresan cada molécula en un totai
de 1000 células registradas por el citémetro de flujo. El porcentaje (%) refleja el numero

de células CD28" del total de las subpoblaciones CD4* 6 CD8".
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Tabla 6
Promedios + EE de *a expresién de CD28 en membrana celular de linfocitos T

de pacientes con LEG y sujetos normales.

cD3* cb4* | cps* | cDa* (%) cos* (%)
CD28* cp2s*

LAC 6242 3620 2139 3481 % 09465% 1543 68.89
EE +13.93 +9.14 +6.046 9.04 1.89 +5,107 +8.26
LIN = 7547 4412 2228 4235+ 9611 1805+ 5308 =x
EE £6.395 2.49 *444 233 177 2,62 5.18
CONTR. 86.52 52,07 31.13 50.88 99.08 22.01 71.28
* EE £217 2190  +196 %221 =035 %166  *350

Expresién de CD28 en linfacitos T de pacientes con LEG y de controles:

Al analizar los antigenos de puperiicie linfocitaria mediante citometria de flujo, se
observé linfopenia T en los pacientes con lupus. Esta fue a expensas tanto de la
subpoblacién CD4* como de la CD8*, y en mayor proporcién en los individuos con la
enfermedad activa. La expresién de CD28 en ambas subpoblaciones se encontrd
disminufda en las células de los pacientes con lupus, como puede observarse en la tabla
No 8, aunque dicha diferencia sélo fue estadisticamente significativa en las células CD8*
qus coexpresaban CD28 en su membrana. Al considerar el limite de confianza del 85%
encontrado en el grupo normal, encontramos que 8 pacientes estuvieron por abajo de

este lfimite, 4 con lupus activo y 4 con la enfermedad inactiva.
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Fig. 2. Citoflucrografia de fiujo de células mononucleares de un paciente con LEG y de
un individuo sano. En el cuadrante 1 de todas las grdficas se observan las células
positivas para FL1. En el cuadrante 2 de las gréficas Ay C, se observan fas células T
CD4* CD8* de un paciente con LEG (44.63%) 'y las de una control sano (51.3%
respectivamente. En el cuadrante 2 de las gréficas B y D se observan las células T.CD8*
CD28* del mismo paciente (17.82%) y del mismo control (19.28%). En el cuadrante 3
de todas las gréficas se observan las células negativas para FL1 y FL2, En el cuadrante

4 de todas las gréficas estén las células positivas para FL.2.

33



Andlisis de la transcripcién de CD28:
Tabla 7
Cuantificacidn del RNA de CD28 en CMN de pacientes con LEG

y controles sanos (Unidades relativas de densitometria):

LEG activos ' LEG inactivos Controles

168 89 110
17 113 140
50 166 110
61 160 145
80 145 210

195 240

" Promedio + EE 75.20 + 25.35 144.66 = 38.27 159,16 = 22,00_”

En la tabla 7 se observan los valores da las sefiales de hibridacién del RNA de
cada uno de los individuos estudiados con la sonda especffica de cDNA para CD28.

Los linfocitos de pacientes con ia enfermedad en actividad mostraron menor
cantidad del transcrito de CD28 al compararlos con los valores de ios sujetos control,
con excepcion de un paciente (DO=168). Los valores obtenidos en estos pacientes
fueron muy heterogéneos. El andlisis de la transcripcién de la molécula estudiada en los

pacientes con la enfermedad inactiva musstra valores ligeramente disminuidos con

respecto a los controles.

Si tomamos en cuenta el limite de confianza del 95% encontrado en el grupo
normal [102.61 - 215.71], encontramos que 5 pacientes estuvieron por abajo de este

limite, 4 con lupus activo y 1 con la enfermedad inactiva.
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Fig.3. Hibridacién de RNA con cDMA especifico para CD28. En los carriles se depositaron
las siguientes muestras:

a, b, ¢, d, e = RNA de CMN de pacientes con LEG activo.

f = RNA de CMN de una paciente con L=G inactivo.

g = RNA de transferencia de levadura (control negativo).

h = nada .

i, j, k, I, m = RNA de CMN de pacientes con LEG inactivo.

n = ANA de la linea celular HEP-2 {control negativo)

o, p, 4.1, S, t, = RNA de CMN de individuos sanos.

" En todos los carriles se depositaron 20 1g de RNA. La cuantificacion de las sefales

positivas de hibridacion se expresé en unidades relativas de densitometria, con el
densitémetro Quick Scan, Helena Laboratories, Texas.
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DISCUSION

En este trabajo mostramos que la molécula CD28 participa en los mecanismos de
activacion linfocitaria que Hevan a la proliferacion de linfocitos T y a la produccién de IL-2
por estas mismas células, en un sistema de estimulacién in vitro con anti-CD3. Encontramos
ademds, que los linfocitos de sangre periférica de pacientes con lupus eritematoso
generalizado tienen unarespuesta diferente a la observada en células normales, al cultivarse
en presencia de este anticuerpo. Los linfocitos T de pacientes con LEG respondieron en
forma dependiente de su estado de actividad clinica, ya que presentaron una hiper-
respuesta en los ensayos de proliferacién y liberacién de IL-2 cuando ademas de anti-CD3
se agregd anti-CD28. La posibilidad de que estas alteraciones fueran debidas a un cambio
numérico en la expresién de CD28 en la superficie celular, pudiera explicarse en algunos
pacientes, principalmente aquellos con enfermedad activa que en forma significativa tuvieron
un menor porcentaje de células CD8 positivas para este antigeno de diferenciacion.

En el lupus eritematoso generalizado se han encontrado diferentes alteraciones de
la inmuno-regulacién, tales como el desequilibrio numérico y funcionai de las
subpoblaciones de células T, la produccién anormal de diversas citocinas (en especial IL-2),
la ayuda defectuosa hacia las células B en la produccién de autoanticuerpos y {a expresién
de antigenos de activacién linfocitaria. Varias de estas alteraciones podrian explicarse por
una alteracion en la expresidn y funcién de CD28, que podria ser a nivel transcripcional,
como lo muestran los datos de andlisis del RNA para esta molécula.

En diferentes trabajos se ha demostrado que este heterodimero regula la activacién
de linfocitos T, solo o en interaccion con su ligando natural B7 expresado en diferentes

células presentadoras de antigeno. Las sefales que provee CD28 se han llamado
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"secundarias" puesto que contribuyen con otras vias de activacién, con el consiguiente
aumento en la preduccion de citocinas y de la respuesta proliferativa. La senal
coestimulatoria transmitida mediante CD28 se observa en células previamente activadas
mediante otras moléculas, tales como RCT/CD3, CD2, o CDS, aunque no se descarta qua
también participen moléculas como ICAM-1, ya que rapidamente aumenta la adhesién
celular T mediada por integrinas.

La propuesta de que CD28 regula la respuesta inmune, pero no la inicia es
congruente con el hecho de que su participacién se observa en células previamente
activédas. Podrfa pensarse que su expresién disminuida en linfocitos de pacientes con LEG
desrregula la respuesta linfocitaria, o cual contribuye a la hiper-respuesta de proliferacion
y produccién de IL-2 que se observé en este trabajo al coestimular con anti-CD28.

Schwartz y colaboradores (58) han propuesto que la presentacién antigénica en
ausencla de coestimulacion de las células T conduce a la inactivacién funcional o anergia
clonal de células T y/o a la muerts celular. Esta teorfa propone que los diversos caminos
de coestimulacidn T determinan que una célula permanezca activa, se inactive o llegue a
un estado de anergia. Aunque no se conocen las bases moleculares de esta cosstimulacién,
se ha puesto gran atencién sobre el papel de CD28 en el desarrollo de anergia clonal,
debido a su papel central en la regulacién de la produccién de citocinas. La coestimulacién
con CD28 es parcialmente resistente a ciclosporina. En un trabajo previo (59) mostramos
la clonacién de una subpoblacion T de pacientes con lupus, resistente a ciclosporina,
productora de IL-3 y que en estudios recientes (datos no mostrados en este trabajo)
encontramos que es CD28*. Estas células estimulan la proliferacién y la produccién de i-2
en células T normales y de pacientes con lupus, efecto que también es resistente a

ciclosporina.
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Los resultados obtenidos en los estudios de proliferacién celular, produccién da {L-2,
andlisis de la franscripcién de CD28 y cuantificacion de esta molécula en la membrana
celular, fueron semejantes entre los controles sanos y los pacientes con lupus inactivo, En
la mayoria de los casos los valores obtenidos al estudiar linfocitos de pacientes con la
enfermedad en actividad, no quedaron dentro de los intervalos de 95% de confianza
obtenidos a partir de valores de sujetos sanos. En cambio un nimero mayor de pacientes
con LEG inactivo pudo ser incluido en estos intervalos. Lo anterior demuestra que las
respuestas celulares observadas en este trabajo guardan una estrecha relacién con el
estado clinico de la enfermedad.

El papel in vivo de esta molécula se desconoce. En base a los resuitados de
coestimulacién, se piensa que CD28 y su ligando pudieran representar un nuevo blanco
para inmunointervencién, por ejemplo, en pacientes con enfermedades autoinmunes. La
regulacién de las seﬁaleé disparadas por CD28 podria ser de utilidad en aquellos casos en
que se necesitara frenar la produccién de autoanticuerpos, como es €l caso del lupus, o

bien regular la accién de citocinas pro-inflamatorias.
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APENDICE
Reactivos:
-Buffer desnaturalizante 5x:
MOPS 0.1 M pH=7
Acetato de Na 40 mM

EDTA 5 mM pH=8

-Solucion desnaturalizante:
2 pl buffer desnaturalizante 5x
3.5 pi formaldehido

10 ul formamida

-Buffer de carga:

Glicerol 50%

EDTA 1 mM pH=8

azul de bromofenol 0.25%

xylene cyanol 0.25%

-Buffer de tanque:

Dilucién 1:5 del buffer desnaturalizante 4+ H,0 -DEPC

-Buffer de transferencia (SSC 10x):
NaCi1.5 M

Citrato de sodio 0.15 M
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-Buffer de hibridacion (50 ml):
SSC 6x

Solucién Denhardt & m!

SDS 0.5%

5 mg esperma ds salmén
formamida 50%

Hzé cbp 50 ml.

-Buifer TE:
Tris 10 nM pH=7.4
EDTA 0.1 mM pH=8, H,0

-Buffer PBS (1 litro):
8 g NaCl

0.2 g KCI

1.44 g Na,HPO,
0.24 g KH,PO,
pH=7

-Medio RPME:
RPMI 1640
glutamina 2mM
penicilina 100U/m!

estreptomicina 1 pg/mi
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-Sol. CsCl (50 ml):
12,5 ml de EDTA 0.5 M
47.9 g CsCl

10.2 ml H,0

-Sol. LCl:
20 g LiCt

100 ml H,0

g
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