03 V,{
2eqe .
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA

DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO

REGULACION 'DE. LA FUNCION CITOTOXICA

POR INTERLEUQUINAS EN SUJETOS NORMALES

Y EN PACIENTES CON LUPUS ERITEMATOSO
 GENERALIZADO

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL. GRADO ACADEMICO DE

MAESTRA EN CIENCIAS
(BIOLOGIA ‘CELULAR)

P R E S E N T Al

BIOL. MARIA CRISTINA VELASQUILLO MARTINEZ

DIRECTOR DE TESIS:
DR. JORGE ALCOCER VARELA

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

México, D.F. 1994




pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



RESUMEN

Con la finalidad de conocer la actividad citotéxica regulada por interleuquinas (IL) de las
células no adherentes (NK CD56+) de los pacientes con lupus eritematoso generalizado, en el
presente trabajo se estudiaron 24 pacientes que reunieron los criterios establecidos para esta
enfermedad por el Colegio Americano de Reumatologfa, 15 de los cuales tenian datos clinicos
de actividad y 9 estaban en remision. Ningln paciente recibfa tratamiento a base de
antiinflamatorios no esteroideos, corticosteroides o inmunosupresores al momento del estudio.

Se obtuvieron células monucleares (CMN) de sangre periférica de cada uno de los
pacientes y del grupo control que estuvo formado por 14 mujeres normales. Las CMN se
depletaron de monocitos por adherencia al pléstico y se realizé tincion de inmunoperoxidasa
de las células no-adherentes (NA) para verificar que tuvieran menos del 1% de monocitos. Las
células NA de los pacientes y del grupo control se incubaron por 18 hrs en presencia de suero
autélogo y de suero bovino fetal descomplementados junto con las siguientes interleuquinas
recombinantes: IL2 (0.5pg/ml); [L4 (100 Ul/mi); IL6 (5 Ul/ml); TNF (200 Ul/ml), IL.2 (0.5pg/mi) +
IL4 (100 Ulfml); IL2 (0.5pg/ml) + IL6 (5Ul/ml); IL2 (0.5ug) + TNF (200 Ulml); IL4 (100 Ul/ml) +
IL& (SUl/ml); IL4 (100UI/mi) + TNF (200 Ul/ml); e IL6 (5 Ul/ml) + TNF (200 Ul/mi). Las dosis
fueron establecidas por ensayos de proliferacion en células dependientes.

Después de incubadas las células NA en presencia de las diferentes citocinas se
realizaron ensayos de citotoxicidad por liberacién de *'Cr, frente a a la linea celular K562
sensible a células asesinas naturales (NK), calculando asi el porcentaje de lisis especifica para
cada una de las condiciones. Ademés se determiné por citometria de flujo ef nimero de céiulas
NK CD56+ de cada uno de los ensayos,

No se encontré diferencia en la actividad citotéxica entre los pacientes ilpicos con
enfermedad inactiva y el grupo control, pero si fué menor en los pacientes con lupus activo. En
presencia de suero autélogo ninglin grupo mostrd diferencia en su actividad NK (aNK) respecto
a su basal. La IL2 incrementd la funcién citotdxica de los tres grupos. Mientras que la 1L4, la [L6
disminuyeron la aNK de los controles y los pacientes con LEG inactivo, no asi en los activos.
El TNF provocé un descenso en fa aNK respacto a su basal en siete de los nueve pacientes con
LEG inactivo y no tuvo efecto sabre la aNK del grupo control y la de los pacientes con LEG
activo. Cuando se realizaron las combinaciones de IL2+IL6 y de IL2+TNF se encontré aumento
de la aNK tanto en el grupo control como en los pacientes; ésto cuando se compard la
condicién basal contra la estimulada, no asi cuando se comparé con la actividad lograda por
estimulo con la IL2 sola, Mientras que la IL4 inhibio la aNK inducida por IL2.

La combinacién de IL4+TNF no afectd la aNK mientras que la de {L4+IL6 en los
controles y en los pacientes con LEG inactivo, dicha actividad disminuyd, aunque en cinco de
ocho pacientes con LEG activo la aNK en las mismas condiciones aumenté respecto a la basal.

Solo en el grupo control y en el de los pacientes con LEG inactivo la IL6+TNF ejercieron
un efecto inhibitorio sobre la nNK, ésto al compararse con |a condicién basal.

El andlisis de Ja aNK entre los grupos mostré que la de los pacientes activos fué menor
que la del grupo control y la de los pacientes inactivos, ya fuera en condiciones basales o
estimuladas, logréndase restablecer a la normalidad en presencia de IL2 sola o en sus
diferentes combinaciones.

Los pacientes con enfermedad inactiva se comportaron de manera similar al grupo
control ya fuera cuando las células efectoras se cultivaron en presencia de las ILs solas o
combinadas.



No hubo diferencia en el nimero de células no adherentes CD56+ (NK) entre los
pacientes y controles.

Estos datos sugieren que existen mecanismos de regulacién entre las diferentes
interleuquinas y aunque los pacientes activos tienen una aNK menor, el comportamiento frente
a ellas fué semejante, de tal manera que pueden responder a diferentes estimulos tal y como
lo harian los sujetos normales aunquée en menor proporcién, permitiendo asi que las células NK
se encarguen de regular la aparicién de clonas autoreactivas, asi como de prevenir la aparicion
de neoplasias o de enfermedades infecciosas, ya que los pacientes lipicos se encuentran
inmunodeprimidos. Finalmente se abre la posibilidad de que en un futuro se pudiera utilizar las
interleuquinas recombinantes para la inmunoterapia en el lupus eritematoso generalizado.
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Abreviaturas

NK células asesipas naturales

LGL 1infocitos grandes granulares

ADCC citotoxicidad mediada por anticuerpos

alNK actividad citotéxica natural )

CPH complejo principal de histocompabilidad
NKCF factor soiuble de citotoxicidad natural’
PFP perforina

LAK células aseslnas activadas por iinfoquinas
aLAK actividad citotéxica mediada por células LAK
PMA acetato de forbel miristato

AR artritis reumatoide

LEG 1lupus eritematoso generalizado

NA células no adherentes

CHMN células wmononucleares

FCTN actividad o funcidén citotédxica natural
8BF suero bovino fetal

ACT pacientes con LEG activo

INAC pacientes con LEG inactivo

iv



RESUMEN

Con la finalidad de conocer la actividad citotéxica regutada por interleuquinas (IL) de las
¢élulas no adherentes (NK CD56+) de los pacientes con lupus eritematoso generalizado, en el
presente trabajo se estudiaron 24 pacientes que reunieron los criterios establecidos para esta
enfermedad por el Colegio Americano de Reumatologia, 15 de los cuales tenfan datos clinicos
de actividad y 9 estaban en remisién. Ninglin paciente recibfa tratamiento a base de
antiinflamatorios no esteroideos, corticosteroides o inmunosupresores al momento del estudio,

Se cobtuvieron células monucleares (CMN) de sangre periférica de cada uno de los
pacientes y del grupo control que estuve formado por 14 mujeres normales. Las CMN se
depletaron de monocitos por adherencia al plastico y se realizd tincién de inmunoperoxidasa
de las células no adherentes (NA) para verificar que tuvieran menos del 1% de monocitos. Las
células NA de los pacientes y del grupo contro! se incubaron por 18 hrs en presencia de suero
autélogo y de suero bovino fetal descomplementados junto con las siguientes interleuquinas
recombinantes: IL2 (0.5pg/ml); IL4 (100 Ul/ml); IL6 (5 Ul/ml); TNF {200 Ul/ml), IL2 (0.5pg/ml) +
IL4 {100 Ul/ml); IL2 {0.5g/ml} + (L6 (SUI/mI); IL2 (0.5pg) + TNF {200 Ul/ml); IL4 (100 Ul/mi} +
IL6 {(SUH/mI); IL4 (100U ml) + TNF (200 Ui/ml); e IL6 (5 Uliml) + TNF (200 Ul/ml). Las dosis
fueron establecidas por ensayos de proliferacion en células dependientes.

Después de incubadas las células NA en presencia de las diferentes citocinas se
realizaron ensayos de citotoxicidad por liberacién de 5'Cr, frente a a la linea celular K562
sensible a células asesinas naturales (NK), calculando asi el porcentaje de lisis especifica para
cada una de las condiciones. Ademés se determiné por citometria de flujo el nimero de células
NK CD56+ de cada uno de los ensayos.

No se encontré diferencia en la actividad citotdxica entre los pacientes Iipicos con
enfermedad inactiva y el grupo control, pero si fué menor en los pacientes con lupus activo. En



presencla de suero autéloge ninglin grupo mostré diferencia en su actividad NK (aNK) respecto
asu basal. La IL2 Increments la funclén citotéxica de los tres grupos. Mientras que laIL4, 1a IL&
disminuyeron la aNK de los controles y los pacientes con LEG inactivo, no asi en los activos.
EI TNF provocé un descenso en la aNK respecto a su basal en siete de los nueve pacientes con
LEG Inactivo y no tuvo efecto sobre fa aNK del grupo control y la de los pacientes con LEG
activo. Cuando se realizaron las combinaciones de IL2+1L6 y de [L2+TNF se encontré aumento
de la aNK tanto en el grupo control como en los pacientes; ésto cuando se compard la
condicién basal contra la estimulada, no asf cuando se compard con la actividad lograda por
estimule con la 1.2 sola. Mientras que la IL4 inhiblo la aNK inducida por IL2.

La combinacidn de IL4+TNF no afectd la aNK mientras que la de IL4+IL6 en los
controles y en los pacientes con LEG inactivo, dicha actividad disminuyé, aunque en cinco de
ocho pacientes con LEG activo la aNK en las mismas condiciones aumenté respecto a la basal,

Solo en el grupo control y en el de los pacientes con LEG inactivo la IL6+TNF ejercieron
un efecto inhibitorio sobre la'nNK, é&sto al compararse con la condicién basal.

El andlisis de la aNK entre los grupos mostrd que la de los pacientes activos fué menor
que la del grupo control y la de los pacientes inactivos, ya fuera en condiciones basales o
estimuladas, lograndose restablecer a la normalidad en presencia de IL.2 sola o en sus
diferenies combinaciones.

Los pacientes con enfermedad Inactiva se comportaron de manera similar al grupo
control ya fuera cuando las células efectoras se cultivaron en presencia de las ILs solas o
combinadas.

No hubo diferencia en el nimero de células no adherentes CD56+ (NK) entre los

pacientes y controles.



Estos datos sugieren que existen mecanismos de regulacién entre las difarentes
interleuquinas y aunque los pacientes actives tienen una aNK menor, el comportamiento frente
a ellas fué semejante, de tal manera que pueden responder a diferentes estimulos tal y como
lo harfan los sujetos normales aunque en menor proporcion, permitiendo asi que las células NK
se encarguen de regular la aparicion de clonas autoreactivas, as{ como de prevenir la aparicién
de neoplasias o de enfermedades infecciosas, ya que los pacientes Ipicos se encuentran
inmunodeprimidos. Finalmente se abre la posibilidad de que en un futuro se pudiera utilizar las

Interleuquinas recombinantes para la inmunoterapia en el lupus eritematoso generalizado.



INTRODUCCION

1. GENERALIDADES DE LA RESBPUESTA INMUNE.

El sistema inmune de un individuo estd constituido béx}“gélula_s o

especializadas, con funciones determinadas, que

funciones pueden ser influenciadas por una varied

solubles resultando de tal interaccién la activéc;én

Es. fascinante observar que mientras diferéntéasgém ‘
metabélica y estructuralmente en armonia, éié:}éas ‘cél;xias
especializadas son capaces de dafar y de‘ eli&ninarb a otras.

Eliminar un tipo celular por otro censtituye uno de los
mejores mecanismos de defensa del sistema inmune contra lo extrafo
y de ataque a lo propio (1).

En algunas formas de respuesta inmune celular, las células T
especificas llevan a cabo la funcion efectora; en otras, las
células T activadas por el.antigeno secretan interleuguinas que
activan y reclutan a las células efectoras gue no son especificas,
come los macréfagos y las células asesinas naturales (NK)‘
protegiendo de esta manera al individuo de virus, bacterias y de

células neoplasicas (2).

2. CELULAS ASESINAS NATURALES (NK).

2.1 CARACTERISTICAS GENERALES.

Las celulas asesinas naturales (NK) fueron descubiertas hace
mds de 20 anos: desde entonces, su estudio ha abarcado diferentes
dreas, estimulade por una serie de resultados que muestran su

importancia en la resistencia del huésped a las neoplasias y a las



enfermedades infecciosas (3).‘,

_El origen de as’ cél las

"es”controvertido..Sus precursores

ur fllOS, por 1o quévson llamadas

ranulares (LGLs) (5) “Por ‘su- fenotipo, no son

en su mayoria células no adherentes y no

.  Puede ser“definidas operacionalmente como células capaces de
_presentar a ti\;ldad citotséxica espontdnea en contra de una variedad
de" células blanco alogénicas y autélogas, y dicha actividad puede
. ser inqrementada o disminuida por una variedad de factores solubles
(7)-

A diferencia de las células T, las células NK pueden lisar a
sus células blanco sin antes haber recibido ninguna inmunizacién y
sin necesidad de presentar antigenos del sistema principal de
histocompatibilidad (CPH), aungue se ha visto que algunas clonas
de células NK si expresan moléculas de clase II (8,9).

Las células NK no sufren rearreglos en sus genes de
inmunoglobulinas, aungue la presencia del receptor (III) para la
fraccién Fc (FcR) les permite realizar citotoxicidad mediada por

anticuerpo (ADCC) (10).

2.2 ACTIVIDAD NK

Las células NK se valoran por su actividad citotoéxica natural,
o actividad NK (aNK), que se caracteriza por no tener
restriccidon al CPH, no ser especifica_al antigeno y carecer de

memoria inmunologica (9,11).



.C 3

La acti@idéd xcitotéxica fue descubierta en. individuos

normales, al ser usados su 1infocitos como controles in v1§ro en

ensayos de citotoxicidad con 11nfocitos de pacientes con cancer, Y.

g ‘los resultado ost: ron que también estaba presente en las células

Vde individuos =infectados con virus y en sujetos sanos.

; = Para “los . ensayos "in_vityo" se dispone de lineas celulares
sufsceptihies: de ser lisadas, por lo que se les utiliza como células
blanco; es el caso ae la linea K562, procedente del liquido pleural
de un paciente con eritroleucemia, Las células se marcan con
cromato de sodio radioactivo (Cr''), valorandose la liberacidn del

" mismo como indice de actividad NK (12).

Las células asesinas naturales tienen ademds la capacidad de
atacar a otra célula blanco una vez iniciada la lisis. A esta

actividad se le conoce como reciclaje (23).

2.3 HMORFOLOGIA

Las células NK, o LGLs, miden de 12 a 15 p (.9,7). Su nuclec se
identifica por sei:- redondo, © con muescas y por contener un
nucleolo extraordinariamente grande. Su citoplasma es abundante y
contiene varios organelos, como mitocondrias y lisosomas. Tiene un
aparato de Golgi bien desarrollado y con vesiculas cubiertas, o
lisas asi como centrioles prominentes asociados a microtuibulos.
También se observan en el citoplasma algunas vesiculas pinociticas
y otras con una matriz densa a los electrones, rodeadas de algunas
mds pequefas formando cuerpos vesiculares, figuras de mielina y

estructuras tubulares.



‘,_
Es comun encontrar granulos en el citoplasma. En las células

en reposo éstos miden de 50 a aoo nm de didmetro y son circulares

0 alargados, con un enso a los electrones. Se tifen para

glicoproteinas, csfatasaacida trimetanofosfatasa,arilsulfatasa,

beta- glucoronlda a esterasa, lo cual indica que son lisosomas

primarios ‘La’ matriz de 10s granulos esta separada por una membrana

trilaminar (9,7, 14) .

2.4 MAﬁcADoREs DE SUPERFICIE

Entre los anticuerpos gue reaccionan con las células NK
humanas estan incluidos varios monoclonales como el B73.), el 3G8,
el CD16 y el CD2, aunque sdlo la mitad reaccionan con este Ultimo.
Por otro lado, entre 50-60% de las células NK humanas muestran
reactividad con 3Al1l, 40-60% con NKH1 y cerca del 25% con
determinantes del HLA-DR (3).

El fenotipo caracteristico de las células NK humanas es CD3-,
CDh4-, CD38+, CDllb+, CD15~, CDS6+ y CD1l6+ ( 15,16,17).
Las células NK presentan el receptor tipo III para la fraccién Fe
de las inmunoglobulinas (11) y la subunidad p75 del receptor para
IL-2, no asi la p55, por lo que pueden ser inducidas‘a proliferar
con altas concentraciones de IL-2 (18). Una subpoblacidn de células
NK se distingue por la expresion tanto de la cadena p75 como de la
p55 (19).

Los marcadores de superficie y las propiedades de adhesiodn de
las células NK varian dependiendo de su estado de activacion o

maduracién, aunque 1los marcadores no cambian después de la
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estimulacion con interferén o con IL-2 (3).

2.5 DISTRIBUCION Y PROPORCION
En el humano, las células NK comprenden aproximadamente el

5-8% del total de los leucocitos de sangre perifériéa,

de las células mononucleares, pere la prdporjciéx{ pu
dependiendo del anticuerpo utilizado (16). B

' Las células NK también se encuentran en  los ‘ ganglios
- linfsticos, en el bazo, en el timo, en la médula dsea (14), en los
.pulmones 'y en el higado.

Estudios realizados en rata han demostrado un alto grado de
asociacién de los LGL con los epitelios mucosos, especialmente con
el tejido linfoide del epitelio bronquial y del epitelio
intestinal, Se han aislado LGL también en el higado de ratones y se
ha visto que aumenta mds de veinte veces la cantidad de LGL en este
érgano después del tratamiento con inmunorreguladores.

Las células NK muestran diferentes niveles de actividad
dependiendo del dérganoc en que se encuentren, Estudios iniciales
hechos en e) ratdn, en ratas y mas recientemente en humanos, han
demostrado altos niveles de aNK en sangre periférica y en el bazo,
asi como un nivel que va de intermedio a bajo en ganglios
linfaticos, en la cavidad peritoneal y en la médula osea.

Los LGL de la mucosa del intestino delgado de ratones poseen
desde un nivel intermedio hasta uno alte (3}. No se ha detectado
actividad en las amigdalas ni en el timo.

Pacientes con cdncer, que han recibido terapia con altas dosis
de interferén, muestran pocoe o ningun aumento de la actividad dK,

y algunas veces, una considerable disminucioén antes del tratamiento



(6)-

La aNK se encuentra disminuida en pacientes con varios tipos

A de neoplasias, como, leucemias y carcinomas; aunque no se conoce el

mecanismo por el cual disminuye, parece estar vinculado - al

crecimiento progres;vu del tumor (3,14) .

2. 6 FUNCION

Ya q'ue los receptores: de-células T (TCRs) reconocen péptidos
unidos é los antigenos del CPH, lo cual no hacen las celulas NK, al
parecer éstas proveen al individﬁo de un mecanismo mas directo para
la eliminacién de células transformadas o infectadas con virus, que
han pérdido los antigenos del CPH y evadido el ireconocimiento por
‘parte de las células T (20).

Se ha encontrado que las células NK son capaces de presentar
antigenos a las células T (21).

Experimentos jin vivo han mostrado una correlacién entre la
incidencia de tumores e infecciones y la disminucién de 1la

- actividad NK, asi como también entre el rechazo de injertos'y el
aumento de la aNK (14).

No solamente las células malighas son vulnerables a las
células NK sino también las fetales, las de la médula ¢sea, los
timocitos, los macréfagos, los fibroblastos (6) y las celulas
infectadas por virus ({citomegalovirus, de la hepatitis, de la
influenza y de la inmunodeficiencia humana) (16). Ademds eliminan
pardsitos intracelulares y extracelulares come hongos y bacterias
(22).

La células NK estdn involucradas en el rechazo de tejidos,

incluyendeo el de médula osea, Yy en varias enfermedades



?

intestinales. contribuyen al des'arroilo"de algunaé‘ fdrma‘sA,dé‘

diabetes, de anemia aplasica y neutropenié (8)...

2.7 MECANISMOS DE LISIB

Pese a los intensos estuqios que se han realizade hasta la
fecha, no se sabe qué molécula(s) en la superficie de las células
blanco son las que estdn involucradas en el reconocimiento por
parte de las células NK. El receptor de transferrina y el receptor
para la fraccidén Fc de la IgG han sido las estructuras implicadas
en este reconocimiento, aungue tales resultados son
controversiales.

EL receptor de laminina también ha sido asociado al
reconocimiento de las células blanco por parte de las células NK.
Resultados adicionales han mostrado que las células NK pueden
presentar mds de un receptor para antigeno sobre su superficie y
que por lo tanto son capaces de reconocer miltiples antigenos sobre
la superficie de mds de una célula blance (23).

Ciertas moléculas de adhesidén, como el LFA-1, la ICAM~-1, el
LFA-3 y el D18, parecen también estar involucradas en la
conjugacién de la célula efectora con la blanco, ya sea solas © en
asociaeién con otros receptores de membrana, generando sefiales
bioquimicas que activan los mecanismos liticos de las células NK
(24) .

La citotoxicidad llevada a cabo por células NK se inicia con
el reconocimiento de los antinegos de la célula blanco por parte de
los receptores de la célula efectora. La unién de ambas células
ocurre rapidamente, tanto a 4°C como a 37°C, Y requiere de Mg**, no

asi de ca®™.
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Después de la unién, la célula NK sufre una serie de eventos
conocidos’ como activacién. y programacién, paf.‘a la lisis ,d:a'rla'
célula blanco. Estos eventos son dependientes de la temperatura;ld
éptima es de 37* C ., y de Ca?*, y son sensibles a los inhibidores
de calmodulina.

Algunas evidencias sugieren que 1la sefial transmembrana de
seqgundos mensajeros, derivada de hidrélisis de los lipides del
fosfoinositol, provee las seilales requeridas para activar el
mecanismo litico después de la unién.

El inicio de la activacién de la célula NK depende de un
aumento en el metabolismo del fosfoinositol; este metabolismo es
independiente del Ca? extracelular y es disparadc por interaccién

_del CD16, con la célula blanco cubierta de anticuerpo, u otra
estructura de membrana desconocida.

La formacién de IP3 y de IP4 induce un aumento en la
concentracion de Ca** intracelular, primero por la liberacién de Ca*
de los almacenes intracelulares y después por una entrada de Ca®
extracelular, el mismo que es requerido para mantener los niveles
incrementados (15,25).

También se ha visto que un incremento en el cAMP inhibe la
citotoxicidad mediada por ceélulas NK.

Estudios detallados han demostrado gque el mecanismo de lisis
requiere que las células blanco sean reconocidas por las células
NK, que se conjuguen y que las NK sean capaces de inducir a las
efectoras para que liberen NKCF u otros mediadores 1liticos

(6,7,26).



9
2-7;1.' FASES DEL PROCESO CITOLITICO
‘La secuencia postulada por Herherman et al (6) par'a"vla
citélisis es la siguiente: ‘
1) Unién de la célula NK a; la célula blanco. -
2) Actlvacién de 1as células NK"* :

3) Ruptura de 1os grdnulo Yy liberacién de las citolisinas.

4) Unién de las
[.5) Lisi

celular.’:

: Alguncs otros autores'proponen que-la lis:ts se et‘ectua por
union de los ) factores NK a las células blanco, gndocitos;s,
fragmentacién del DNA y muerte celular (27)

Otro mecanismo postulado para la lisis es a tr&vés del TNF,
aunque es diferente a los previos, ya que el TNF actﬂé a través de
su receptor (28).

Roder y colaboradores (29) han dividido el proceso de lisis en
varias estapas. El reconocimiento primario y la formacion del
conjugade entre la célula NK y las células blanco, que
probablemente incluye un receptor del tipo lectina que se une
especificamente a un carbohidrato sobre las células blanco, es
independiente de Ca* y de temperatura, pero dependiente de Mg®'.

Come ccurre en la citotoxicidad llevada a cabo por las células
T, en la lisis por parte de las células NK el aparato de Geolgi se
orienta hacia la parte de union con la célula blanco y se forman
poros en la membrana de la celula que estd siendo atacada.
Debido a que sélo ciertas células son atacadas por las NK, se

cree que debe de existir un sitio aceptor para el factor soluble de
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citotoxicidad NK (NKCF)(29).

’2.7.2 MOLECULAS CITOTOXICAF
“’Las moléculas citotéxicas liberadas por las cé;ulgé Nk, como._
el-NKCF (factor soluble de citotoxicidad NK ), las citolisinas o
perforinas  (30,31,32) y algunas proteasas de serina,- han’ sido
'enc.ontrada:s en-leos granulos citoplasmdticos de las cél.ulas ‘NK.
La perfor'iné, cuyos  sinénimos son citolisina, proteina
formadovra de ‘p!‘)liOS‘,y proteina relacionada con la fraccion del
complemento .C9, " ;:eéibé'su nombre debido a su habilidad para formar

poros en las ' . membranas, constituyendo grandes canales

transmembranalés".i/: .

La funcién ‘pz"incipal de la perforina es lisar la membrana de
las células blanco, ocasiondndoles la muerte. Tiene un peso
molecular de 66 o 70 kba, y en presencia de calcio forma agregados
de varios tamafios, incluyendo formas con un peso molecular gue
excede el millén de daltones. La microscopia electrénica muestra
que estos agregados semejan tibulos con un didmetro promedio de
cerca de 16 nm.

Solamente una especie de perforina activa ha sido aislada.

Un reporte preliminar describe la clonacién del cDNA de la
perforina de linfocitos murinos, con una homologia significativa
con la proteina €% del humano.

En general las células pnucleadas requieren de concentraciones
mds altas de PFP para la lisis, que los eritrocitos anucleados

(34).
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2.7.3 PERFORINA HUMANA

La’ perforina humana es codificada por una copia simple de

genes localizados en el cromosoma 10 (35) y en el .17 (36)

genes estan constituidos de solamente 3 exones. El exén 1
para la mayor parte de la secuencia 5' y el ex&n 2 é&ra_ )
de la secuencia 5', para la sefial de inicio de la trédﬁqcién{'él!r
péptido seflal y para la parte N terminal de la molécula{vai:exéhiS
codifica para el resto de la secuencia, incluyendo la éecﬁéncia
3'(37).

La perfofiné humana consta de una secuencia de 534 aminodcidoes
con un-pesc molecular de aproximadamente 60,000 (38).

VEi MRNA de la perforina no es regulado como los mensajeros
de las linfocinas.

Los linfocitos humanos de sangre periférica expresan niveles
moderados de mRNA de perforina, que se incrementan rapidamente por
estimulacién con IL-2, la cual ademds promueve la proliferacién de
los linfocitos T y de las células NK. Debido a que la IL-2 es usada
para generar células activadas por linfoquinas- (LAK), es posible
que el incremento en la expresion de la perforina esté directamente
ligado al aumento de citotoxicidad en estas células.

La induccién del mRNA de la perforina es transitoria y es
bloqueada parcialmente por la ciclesporina A, una droga cominmente
utilizada para inhibir el rechazo de un injerto.

La expresién de la perforina en células sin estimulo esta
restringida a las células NK CD3- y a dos poblaciones de células T,
concretamente las que expresan el receptor gamma-delta con una

actividad litica semejante a la de las células NK (30).
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2.7.4 Modo de accidén de la perforina.

De acuerdo a un modelo recientemente propuesto, las células NK
se desgranulan después de la unién con su célula blanco, liberando
los monémeros de perforina /PFP en el espacio intercelular.

Cuando la perforina sale al espacio extracelular, el calcio
presente induce la unién de perforina dimérica o monomérica para
formar complejos gue se insertan y atraviesan la membrana, formando
poros.

Los oligdmeros formados muestran el lado hidrofébico de la
melécula hacia la parte lipidica, mientras gue la parte hidrofflica
descansa sobre el interior del poro.

Estudios de dosis dependencia indican que al menos se
necesitan 3-4 mondmercs para formar un poro funcional. Los
mondmeros de PFP pueden agregarse progresivamente {10-20
mondmeros), formande un tibulo visible que crea un canal
transmembranal (14nm). La formacidn de tibulos macroscéplcos no es
un prérrequisito para la formacidén del poro, pero es interpretado
como un estado terminal del ensamble del mismo, que ocurre cuando
se han alcanzado las cantidades adecuadas de PFP.

Una vez formados los poros de perforina permiten la salida de
grandes proteinas y llevan a una eventual lisis de la célula blance
por efecto osmético, asi como por la disminucién de energia y del
influjo de calcio.

Ia perforina polimérica, como la proteina C9 del conmplemento,
es incapaz de insertarse a las membranas. El pH bajo, Y una alta
concentracion de Ca y de 2n, bloquean a la perforina (39).

Los requerimientos para la exocitosis de granulos en las

células NK no se conocen.. Es posible que la expresion 1litica de la
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perforina sea principalmente una propiedad de las células NK.: En .

los CTL solamente se adquiere esa propiedad cuande se convierten en ;

células sémejantes en especificidad funcional a las-célula’s-,‘N_
como resultado de la estimulacion con algun factor de crecirvﬁ'iené‘o.

La expresion in vivo de la perforina correlaciona ’.éon 'i’a
infiltracidén de células T citotéxicas y con la citotoxicidad local
en tumores, en las infecciones virales,‘ en las reacciones
~autoinmunes y en los trasplantes.

Recientemente Mac Dermott, Schmidt y colaboradores han
encontrado que los grdnulos de las ceélulas NK clonadas también
contienen condroitin sulfato tipo A, que forma un complejo con las
moléculas citoliticas y facilita su trasferencia a la célula
blanco. Por otro lado, altas concentraciones de condrotin sulfato
A dentro de los grénﬁlos hacen que se una a la perforina y la
inactive. (21,40)

iQué hace que los linfocitos T citotéxicos resistan a 1la
perforina? Se han propuesto algunas teorias, como la reparacidén de
la membrana y la existencia de factores protectores, tales como
proteinas especificas de superficie. Asi, se sabe gue las células
que tienen menos dcido sidlico en la membrana también tienen menos
afinidad de unién a las NK y por lo tanto son mds resistentes a la

lisis.,

3. PAPEL DE LAS CITOCINAS SOBRE LA ACTIVIDAD NK.

La actividad NK puede incrementarse o disminuirse por una
variedad de factores solubles, como las citocinas.

Las citocinas abarcan un amplio espectro de moléculas solubles

(41,42) celulares conocidas como linfoquinas, monoquinas e
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interleuquinas.

originalmente se utilizé el término linfoquinas porque se
‘cx;éia 'Q\ie eran -moléculas preducidas sole por linfocitos y dque
servian para comunicarse con otras células del sistema inmune. Mas
tarde se vio que su efectoc no estaba restringido a células del
sistema inmune, por lo que se prefiri¢ el término citocina (43){
por ser mis genérico. En 1969 se prefirié sobre este iltimo el de
interleuquina, debido a que reflejaba mejor las propiedades bdsicas '
de estos mediadores, que sirven como ligadores entre leucocitos
(44), controlando de esta manera la amplitud y 1la dﬁracién de la
respuesta inmune.

Las interleuquinas son mediadores quimicos solubles,
bioldgicamente activos, constituidos por proteinas pequefias (menos
de 80 KD), generalmente glicosiladas (44,45) (TABLA 1). Actuan a
corta distancia, ya sea de manera pardcrina o autécrina, aunque

pueden tener efectos sistémicos.

TABLA 1. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE ALGUNAS INTERLEUQUINAS

IL-2 IL4 IL6 TNF
PM Kd 15=20 15~19 21-28 17
(46) (47,44) '(48) (49,50)
Localizacion
_ cronmosémica 4q 5q 7q 6p.
Receptor PM 50,64,75 120 80/130 - - 75,55
(51) (53)

Las interleuquinas son liberadas en respuesta al antigeno,
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estd determinada por é1. Son secretadas por una amplia variedad de

células,

blanco (TABLA 2).

ademdas de ejercer sus efectos sobre diversas células

TABLA 2. FURETE CELULAR Y CELULAS BLANCO DE ALGUWAS INTERLEUQUINAS

INTERLEUQUINA

IL-2

IL-4

IL-6

TNF a

FUENTE
Células T
(47,44)

Células T
(44,54)

Células de mixoma,

mieloma, hiparnefroma.
(42,48,55)

tibroblastos (47),
macréfagos, células T
endoteliales, de la glia,
queratinocitos, condrocitos
antrocitos {50), y células

de la tiroides.

aacréfagos, células T,

B, NK y timocitos (49,56,57).

CELULA BLANCO
Células T, B, macréfagos,
células NK, LAK, timocitos

y oligodendrocitos(43,44) .

Células T, B,
NK,mastociton{54),
macréfagon y progenitores
hematopoyéticos (45,44).
C¢élulas B, timocitos,
plasmacitoma, hepatociton
neuronas, células meoangiales
del rifién y gueratinocitos
(44,40,55).

¢élulap tumorales, macréfagos,
osteclaston, neutrétilos,
adipocitos, eoninéfiloa,
células endoteliales,

itos y h itos

(49 ,52,56) .

3.1 Efectos bioldégicos de la IL2,IL-4,IL-6 Yy el TNF.

3.1.1 Interleuquina 2 (IL-2).

La actividad de IL-2 sobre los linfocitos se lleva a cabo por
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el fec#nocimiénto' a través de receptores especificos que se
expré»sar_\» e'n’ la subpoblacién de células T diferente a la que dio
origen a la int‘erleuquina, o en las células relacionadas, lo que
permite a los linfocitos proliferar, expandirse y llevar a cabo

funciones de ayuda, supresién o citotoxicidad. (43,58)

3.1.2 Interleuquina 4 (IL-4).

Actiua sobre células B en reposo aumentando su volumen celular
y mejorando su viabilidad; incrementa la expresién de moléculas de
clase TI del CPH (44), y cuando las células B se pretratan con esta
linfoqui;\aina se acelera la respuesta anti-IgM, lo que indica que
la IL-4 no es un factor de crecimiento sino de activacion o
competencia,

La IL-4 promueve el cambio de isotipo de las inmuncglobulinas
del raton de IgM, IgG3 e IgG2b a IgGl, IgG2A e IgE, (44) lo que
sug'iere que estd relacionada con los fendmenos de hipersensibilidad
inmediata.

La IL-4 estimula el crecimiento tanto en los timocitos
fetales como en 1los doble negativos de sujetos adultos, en
cooperacion con el PMA, y promueve el crecimiento de las células
cebadas (54) también induce la expresion de antigencs clase II
sobre macréfagos, ademas de que incrementa su habilidad de célula
presentadora de antigeno ante las células B e induce su actividad
tumoricida.

La IL-4 también estimula la fusién de células de la medula
6sea y de macréfagos alveolares para formar células gigantes
multinucleadas, lo que sugiere gue tiene un papel importante en la

formacidn de granulomas (47).
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3.1.3 Interleuquina 6 (IL-6)

La IL-6 induce la produccién de IgM, IgG e IgA en células
mononucleares de sangre periférica, después de la estimulacién con
PWM, perc no tiene ningun efecto sobre la proliferacién de células
B. Lipsky et al. comprobaron que la IL-6 no induce directamente la
produccién de Ig por parte de las células B.

La IL~6 tiene un efecto coestimulador para la proliferacidn de
célulag T activadas con mitdgenos e incrementa la respuesta de las

células hematopoyéticas pluripotenciales para la produccién de IL-3

La IL-6 puede inducir la generacién de los linfocitos T
citotéxicos que son especificos para células tumorales o infectadas
con virus (44). ’

El papel que lleva a cabo la IL-6 en la activacién de las
cél‘zlas T es promover el paso de la fase GO a una fase temprana de
Gl en donde ya son sensibles a la IL-2 (51).

La IL-6 funciona como factor estimulador de células T en
diferentes estadios de su diferenciacién. Por ejemplo, estimula la
proliferacién de timocitos ¢D4+ y de CD8+ gque han sido
coestimulados con IL-2 e IL-4.

La IL=6 activa la produccién de IL-2, aunque no estimula en
forma directa la proliferacién celular (47).

La IL-6 tienen un papel relevante en mecanismos de defensa del
hospedero, pues participa en 1los procesos inflamatorios,
infecciosos y en el dafio tisular.

La IL-6 juega un papel importante en la respuesta de fase

aguda. Induce un aumento en el nivel de mRNA de fibrindgeno beta,
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actua como inhibidor del mRNA de la proteinasa de cisteina y de la

alfa‘-z _macrbglobulina, ademds induce fiebre (51).

3.1.3.1. La IL-6 y las enfermedades autoinmunes.

La hipergamaglobulinemia policlonal es ‘una  de las
manifestaciones mis comunes en las enfermedades autoinmunes.

En el 92% de los liquidos sinoviales de los paclentes con
artritis reumatoide (AR) se detectan niveles elevados de IL-6 (41).
Ademds de que los pacientes con AR caracteristicamente presentan
plasmocitosis policlonal, autoanticuerpos, un incrementc en las
proteinas de fase aguda y de las plaquetas (55).

En los pacientes con LEG activo, el nivel de IL6é en el suero
¥ liguido cefalorraguidec estd elevado principalmente en aquellos
que presentan linfoadenopatia y sindrome nefrético (59,60).

La infeccidén con HIV induce la produccién de IL-6 por
monocitos y el nivel de esta citocina esti incrementado en el suero

de pacientes con SIDA (33).

3.1.4 FACTOR DB'HECROBIB TUHMORAL (TNF)

Activa a las células T y B. Induce la expresion de los
oncogenes c~fos Yy c-myc en células tumorales, asi como 1la
expresién de antigenos Clase I, Clase IT del CPH y de ICAM 1 sobre
astrocitos y queratinocitos.

Promueve la sintesis de IL-1, del GM-€8G, de IL-6, de los
receptores de EGF y de IL-2. Incrementa la sintesis de PGE2 vy de
colagenasa. Activa los neutréfilos. En las células endoteliales
induce la actividad procoagulante y regula la expresién de

antigenos de superficie (61).
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E1l TNF suprime  1la formacién de coloﬁias‘hematopbyéticas. y
tiene accién mitégenica sobre los £ibroblastos, )

Parece ser el responsable de las actividades asociadas con el
factor citotdxico derivado de NK y con efecto inhibidor de
colonlas de células NK (57).

En el hueso se comporta como un potente estimulo para la
reabsorcién &sea, con una potencia similar a la PTH y no actua
directamente sobre los osteoclastos (42).

Disminuye el depésito de colidgena al estimular la produccién
de colagenasa (41) asi como el contenido de fosfatasa alcalina y de
un marc;dor que indica la formacién de nuevo hueso por las células
osteoclasticas. En cuanto a la reabsorcién de cartilago, degrada
los protecglicanos ademds de inhibir su sintesis.

Tiene accién antiviral, citostdtica y citotéxica sobre las
células tumorales, y favorece la citotoxicidad tumoral inducida por
célﬁlas NK (57). Posee acclién pirégena; inhibe la lipasa de
lipoproteinas induciendo caquexia e induce la sintesis de proteinas
de la fase aguda.

Induce la secrecién de IL-1 por monocitos y células
endoteliales(42), asi como la expresién de varios antigenos sobre
la superficie de estas ultimas., Estimula la produccion de factores
de crecimiento hematopoyéticos, del factor de crecimiento derivado
de plaquetas, del factor activador plaquetarioc y de 1la
prostaglandina I2 (61).

Es un potente activador del metabolismo oxidativo de los’
neutréfilos leo que resulta en el aumento en la produccidn de
superéxido.

En animales de experimentacién provoca choque, fiebre,
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coagulacisén intravascular diseminada y degranulacion linfocitaria.

El TNF también es capaz de producir a nivel sistémico
toxicidad ,induciendo hipotermia, hipotensién, hiperglucenmia,
seguida de hipoglucemia y acidosis (56).

En pacientes con AR se ha encontrado un nivel elevado de TNF ’
alfa tanto en el sueroc como en el 1liquido sinovial,
correlacionandose ambos niveles con el grado de actividad de la
enfermedad.

Los pacientes con LEG asociado a trombocitopenia tienen nivel

sérico elevado de TNF alfa (59).

3.2. REGULACION DE LA aNK POR CITOCINAS

La caracterizacién de la funcién de las interleuquinas como
segundos mensajeros para la activacién de células NK es un paso
importante dque hajr que abordar para el entendimiento de su
diferenciacién y Qe sus mecanismos de lisis.

La actividad citotéxica natural mediada por linfoquinas fue
descrita inicialmente por Grim y colaboradores (62) quienes le
dieron el nombre de actividad LAK (lymphokine activated killer
activity). Desde entonces se han realizado numerocsos trabajos para
conocer el tipo de células que son las responsables de la funcién

LAK.

3.2.1 IL2 y su efecto sobre la actividaa NK

Se piensa que las células NK activadas por linfoguinas (LAK)
son linfocitos derivados de las NK y activados por linfoquinas(63}),
ya que en cultive in vitro la activacidén de linfocitos humanos de

sangre periférica con IL~2 resulta en la generacidén de células
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citotéxicas que llsan células tumorales resistentes a NK, sin

restriccidm del CPH, Y tanto las células efectoras como las

ﬁpx:oggnitq as' estran fenbf.ipo de células NK, o Sea son células

“éDJ- f.eu19+. Aparem:emente la IL-2 recembinante les provee de la
seﬂal para que las NK lisen las células tumorales, (64) aumentando
su aNK (65,66,67).

También se ha sugerido que las células LAK son diferentes
de las NK y se menciona que son indistinguibles de los CTL.pues
expresan los marcadores CD3, CD8, y CD5. Los linfocitos T CD56+
aparentemente proliferan mids rapidamente en respuesta a IL-2
recombina;nte que las células NK.

De aqui se desprende la idea que en sahgre periférica las efectoras
de la funcién LAK son células NK, mientras que en los tejidos son
probablemente linfocitos T CD3+(68).

Grim y cols. (69,70), sostienen la idea de que los precursores
de .LAK no son necesariamente <células NK pero dejan abierta la
posibilidad de que las NK también puedan ser precursores de LAK.

Se sugiere que los linfocitos CD3+,CD56+, las subpoblaciones
CD4+,CD8+, asi como que algunas células B, pueden tener actividad
IAK pero por las limitaciones técnicas para la separacién de los
linfocitos no es posible confirmar esta posibilidad (71).

En el bazo de la rata los linfocitos agranulares (LAL)
cultivados en presencia de IL-2 se diferencian a LGL adquiriendo
caracteristicas de células NK, de aqui que se piense que las
células LAK, los IAL y los LGL/NK representen diferentes estados
del desarrollo o de la activacién y gue los LAL comprenda una
fuente de progenitores LAK en las poblaciones linfoides con pocos

LGL o de células NK activas y maduras. No obstante en humanes no se
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ha logrado el desarrollo de LGL a partir de IAL (72).

Se ha visto que la IL-2 ademds de incrementar la funcién
citotéxica en célﬁlas ‘NK, tiene efecto sobre 1la actividad
citotéxica espontdnea, ya que la actividad NK se reduce después de
exponer a las células a los anticuerpos anti IL-2. Por otro lade
si se agrega IL-2 al sistema después de un corto tiempo de haberse
incubado con IL2, la actividad NK es parcialmente restablecida,
pero si se agrega la misma cantidad de interleuquina después de
haber preincubado por 20 horas el anticuerpo con las células blanco
ya no es posible recuperar la funcidn citotdxica, lo que demuestra
la importancia de la IL~-2 en la actividad citotdéxica de las células
NK humanas (73} .

En cuanto a las caracteristicas fenotipicas de las células NK
respondedoras a la IL-2 se ha encontrado gque todas ellas expresan
en su superficie el marcador CDl16. Las células que carecen de ese
antigeno no expresan actividad citotdxica después de haber sido
expuestas a este factor.

En contraste, la rIL2z aumenta la actividad NK tanto en células
CD57-,CD16+ como en las CDS7+,CD16+ (74) Otro rasgo interesante que
muestran las células NK respondedoras a la IL-2 es que las que son
CD16- expresan constitutivamente receptores para IL=-2 in vive y
responden preferencialmente a bajas dosis de IL~2 (75). Ademds de
incrementar la actividad NK, la IL-2 (76), promueve la produccién
de IFN gamma (77).

otro efecto que tiene la IL-2 sobre las células NK es que
regula la produccién de IgG2a cuando los esplenocitos murinos son
cocultivados con células B preestimuladas con LPS y lo hacen via

interferdén gamma (78).
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3.2.;‘» Accidén de la IL-6é sgobre la actividad NK

En cuanto a la IL-6 se ha observado gque incrementa la
actividad citotéxica (79) de las células NK humanas aunque los
resultados son controversiales.

El efecto de la IL-6 sobre la actividad de las células NK
puede ser blogueado por un anticuerpo monoclonal dirigido contra la
IL-2. La IL-6 es una potente inductora de la produccién de IL-2 en
células humanas de sangre periférica, por lo que el incremento de
la actividad citotéxica de las NK puede ser por IL-2 (80).

En lo que se refiere a la interaccién entre linfoquinas scbre
la actividad NK, se reporta que la IL-6 sola o en combinacién con
IL-2, aumenta considerablemente la actividad NK de LGL en contra de
células K562, pero no tiene ningin efecto la IL-6 sola, o en
combinacién con la IL-2, sobre la expresidén de mRNA de PFP en

incubaciones cortas o largas (81).

3.2.3 Accidn del TNF sobre la aNk.

otra citocina gque se ha visto que aumenta la actividad
citotéxica de los LGL CD16+ es el rTNF alfa y el efecto es todavia
mayor si, se coestimulan con rIL-2, observdndose un incremento en
la expresidén de receptores sobre las células CDl6+; esto indica que
el rTNF-alfa incrementa la capacidad litica de las células NK, y
aumenta su capacidad para ser activadas funcionalmente por riIL-2
(82).

En contraposicion a esta observacién se ha encontrado que el
INF no aumenta la citotoxicidad después de haber incubado las
células NK por 18 horas (83).

El rTNF alfa puede proteger a células adherentes (del tipo
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células amniéﬁicas y: éélulaé Hela 229 del carcinoma epitelial
cer@ipély)~de41§ ciﬁdﬁoxicidad mediada por células NK de una manera
dosis dependiente. El efecto protector del TNF alfa no es mediado
poi la induccién de IL-6 (84).

3.2.4 Efecto de la IL-4 sobre la actividad NK .

La rIL-4 no actua sobre la actividad NK de células en reposo,
no obstante si es capaz de inhibir de manera désis dependiente la
actividad citotéxica inducida por rIL-2 asi como la proliferacién
de las células NK (85).

En células de la médula é6sea y en células de sangre periférica
no se encuentra actividad LAK cuando se incuban con IL-4; pero la
preincubacion con la IL-2 y la IL~4 suprime la aNK asi como, la LAK
inducida por la rIL-2 (86,87).

4.ALTERACIONES DE LA FUNCION NK EN ENFERMEDADES REUMATICAS

En las enfermedades generalizadas del tejido conectivo como el
sindrome de Sjogren, la poliomiositis, la dermatomiositis y en el
lupus eritematoso geﬂeralizado se han establecido anormalidades en
la funcién NK, sin embargo en los pacientes con enfermedad mixta
del tejido conectivo y con escleroderma estd se encuentra normal

(88,89,90,91).

5. GENERALIDADES DEL LUPUB ERITEMATOSO GENERALIZADO

El Lupus Eritematoso Generalizade (LEG) es consjderado como
una enfermedad autoinmune humana que se caracteriza por una amplia
variedad de manifestaciones clinicas e inmunoldgicas (92)

A pesar de 10s numerosos esfuerzos realizados para dilucidar
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la etiologia de la enfermedad, su origen, es aun desconocido'.
En su patogenia participan factores inmunoldgicos, genétices,

hormonales y ambientales (93).

5.1 HIBTORIA

La primera descripcién de esta enfermedad se hizo hace cerca
de 150 afios en Viena por Ferdinand von Hevbra. Su discipulo y
sucesor Moriz Kapeosi, fue el primero en reconocer la naturaleza
sistémica del LEG (Kaposi 1899). En las siguientes décadas los
rasgos clinicos y pdtolégicos del LEG fueron mejor definidos.
Después lde la segunda guerra mundial, surgieron tres hechos
importantes: 1) Klemperer (1950) reconocid que es una entidad
diferente de la artritis reumatoide, la dermatomiositis y de la
escleroderma, pero comparte algunas caracteristicas con ellas. 2)
Harxgravres y cols. describleron en el afio 1952 el fendmeno de la
célﬁla LE que desde entonces ha sido una herramienta utilizada para
el diagnéstico del LEG: 3) el rasgo patogénico mas importante de
todos, la base autoinmune para el fendmeno de las células LE, fue
descrito por Miescher y Fauconnet (1953-1954), cuando estos autores
encontraron que el fendmeno de las células LE es mediado por un
factor presente en el suero de los pacientes con LEG. Este factor
lo absorbieron de los nicleos, y demostraron gue correspondia a una
inmunoglobulina que mds tarde fue conocido como anticuerpo

antinuclear (ANA) (Miescher,1957) (94).

5.2 ETIOLOGIA
Se requiere de factores externos para la expresion del LEG

como la luz ultravioleta, la influencia hormonal y los virus.



26‘

En 1981,. Emerxt et a1.~ mostraron que la “inestabilidad~

cromosomica es.inducida e 1o pacientes lupicos por una su tancla'

soluble

correspondi

anticuerpo

medicamentos. La. procainamida es -uno

:frééﬁéhéié.puéde inducir la produceién de anticuerpos antinucleares

en'el 50% de los pacientes tratados con’dicha roga~(96).‘

5.3 INFLUENCIA HORMONAL

Hay un mayor numero de casos de LEG en las mujeres que en los
hombres y se ha encontrado una alta incidencia de LEG en pacientes
con sindrome de Klinefelter, y en los hombres éon un cromosoma X
extra lo que explica una mayor influencia estrogénica (97).

La castracion de ratones machos NZB/W resulta en un patrén de
enfermedad similar a la que ocurre en las hembras, mientras que la
administracién de andrégenos en ratonas resulta en un aumento en la
longevidad con poca o ninguna evidencia de fendmenos autoinmunes
(98,99). Esto también es valido para ratones MRL, que es otra cepa
- de ratones susceptible de desarrollar LEG.

‘ La presencia de los receptores para hormonas sexuales en el

time sugxere que existe una funclén inmunorreguladora de estas
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hormonas gue puede influir la produccién de hormonas timicas;
ademds, se ha visto que los estrégenos afectan la funcién

fagocitica de los macréfagos (100),

5.4 FACTORES GENETICOS

A pesar de las extensas investigaciones sobre las asociaciones
de los fenotipos del HLA en el lupus, es todavia incierto si estas
representan un enlace de los genes de la enfermedad con el complejo
principal de histocompatibilidad o si la asociacién real es con el
polimorfismo funcional de los productos de los genes del HIA.

Exi;ce una modificacién de ra expresisén de la enfermedad por
productos de otros genes localizados en el CPH; por ejemplo, los
individuos HLA-DR2 y DQW1 tienen menor produccién de TNF alfa y el
nismo fenotipo del CPH se asocia con nefritis lupica (101).

Estudios poblacionales han mostrado que el LEG se asocia con
1os. marcadores HLA clase II DR2 y DR3 y un aloantigeno de células
B (Lawlwy et al, 1982).

Otra asociacién genética fuerte parece ser con alelos nulos de
C4A, Las relaciones con DR3 y B8, de hecho, se han atribuido a la
presencia de genes "nules" de C4A, una delecidn genética peculiar
de este haplotipo en individuos caucésicos. Aunque los estudios de
familias muestran que las asociaciones con el HLA y con los alelos
del complemento ho explican todos los casos de LEG ni aun dentro de
la misma familia (102).

Estudios genéticos de otros sistemas de respuesta inmune han
sugerido el papel del receptor de las células T como factor de
suceptibilidad a 1lupus asi «como para la produccién de

autoanticuerpos ( anti-Ro). Se sabe que los anti-Ro y anti-La
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presentes en los pacientes con LEG y en aguellos con sindrome de
Sjogren estan asociados con especificidades del HLA-DQ. Algunos
investigadores han identificado alotipos de inmunoglobulinas
asociados con el lupus (Gm y Km) (102).

Los componentes del complemento C4, el €2 y el factor B son
genéticamente controlades por la regién del HLA. [La deficiencia de
C3 y C2 es frecuente pero no siempre esta asociada al desarroilo
de LEG (94).

De las asoclaciones ‘de antigenos del HLA con variables
clinicas del LEG, se sabe que la epidermélisis ampollar se asocia
al DR2 (103), 1la presencia de anti-Ro y de anti-La y 1las
manifestaciones clinicas relacionadas con DR2 o DR3, mientras que
los titulos altos de dichos autecanticuerpos se asocian al estado

heterocigoto DQW1/DQw2 (104).

5.5 AUTOANTICUERPOS Y AUTOANTIGENOS

Los pacientes con lupus erjitematoso desarrollan
autoanticuerpos en contra de un amplia variedad de antigenos.
Estos comprenden anticuerpos en contra de neuronas, linfocitos, y
contra varios constituyentes citoplasmidticos procedentes de
organelos o de membrana; sean o no téj ido o célula especifico, come
por ejemplo, contra antigenos extracelulares tales como
gamaglobulina, cardiolipina o tircglobulina y contra constituyentes
nucleares (105}).

Los anticuerpos en contra del DNA nativo de doble cadena
(dsDNA) son altamente especificos para el lupus eritematoso
dgeneralizado y sus titulos son buenos indicadores de la actividad

de la enfermedad. Los anticuerpos en contra del DNA desnaturalizado



: 29
(ssDNA) se ' encuentran generalmente a titulos altos y se ha visto
cque forman parte de los complejos inmunes detectados en algunos
pacientes. Un prerrequisito para que sean considerados patogénos,
es que estos anticuerpos tengan que ser eficientemente activados
por el sistema del complemento.

Se han encontrado también anticuerpos contra
ribonucleoproteinas (RNP) y contra proteinas nucleares no histonas,
llamadas Sm. Estos anticuerpos son marcadores especificos en el LEG
Yy su presencia puede asociarse con el curso clinico de 1la
enfermedad ya que se ha visto que los pacientes con anticuerpos en
contra de las RNPs desarrollan nefritis, solamente cuando otro
sistema antigeno-anticuerpo, como por ejemplc el de’ anti-DNA, esta
también presente.

Otros autoanticuerpos encontrados en los pacientes lupicos
estan dirigidos contra los antigencs llamados Ro y La o SSA y SSB
(Siﬁdrome de Sjogren A y B). Estos anticuerpocs, que tienen
especificidad contra antigenos celulares, pueden ser encontrados en
los pacientes 1lupicos con anticuerpos antinucleares (ANA)
negativos. Sa ha detectado que los pacientes con los dos tipos de
anticuerpos presentan una enfermedad mas benigna que los gque

solamente tienen el anticuerpo Ro (106).

5.6 RESPUESTA INMUNE EN LQS PACIENTES CON LEG

Numerosos trabajos revelan alteraciones en el circuito de
inmunorrequlacién en los pacientes con LEG, no s6lo en la
interaccién celular, sino en la activacidn y respuesta a
interleuquinas, lo cual de alguna manera, tiende a favorecer o

incrementar la proliferacion o diferenciacién de las células B con
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el consecuente incremento en la produccién de autoanticuerpos,
rasgo caracteristico de esta enfermedad.

Las anormalidades de células T son numerosas e importantes en
los paclentes con LEG y son cruciales en la patogénia de la
enfermedad, ya que las células T regulan la funcién de las células
B y la produccién de la mayoria de los autoanticuerpos patogénicos
(107,108) .

Entre las alteraciones que se presentan en estos pacientes se
encuentra la linfopenia que es frecuente y la cual se relaciona con
la actividad de la enfermedad.

Los 1linfocitos T estédn disminuidos selectivamente y
particularmente aquellos que portan receptores para la fracciodn Fc
de la inmunoglobulina 6 (células T gama). A su vez la disminucidn
de esas células apoya la nocidn de que las células supresoras estidn
disminuidas en el LEG ya que se les ha identificado como efectoras
de esta funcién (109,110,111).

La linfopenia de células T es en parte debida a la presencia
de autoanticuerpos antilinfocitos. Estos anticuerpos son de clase
IgM y selectivamente reaccionan con las células T supresoras Yy
sus precursores, los cuales son eliminados por reacciones
citotéxicas dependientes de anticuerpo (112).

Ademas, se ha encontrado que la respuesta proliferativa en el
cultivo.mixto autdlogo de linfocitos, estda deteriorada en el LEG.
Esto no solo resulta de un defecto de las células T, sino también
de una capacidad estimuladora reducida por parte de la célula B de
los pacientes con lupus, a las células T autdlogas {113). Entonces,
el defecto en la regulacidn de la respuesta inmune el los pacientes

con LEG parece ser debida, tanto a la falta de células T supresoras
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como a una alteracién de la funcién de las células B, En las
células T se ha reportado un defecto en la produccién de
interleucina 2 (114, 115,116).

Hay un aumento de la respuesta policlonal de célula B
independiente de células T a los antigenos estimuladores, en
particular a los que actian sobre las células B , tal como los
lipopolisacaridos bacterianos y, quizds algunos polianiones (94).

Las citotoxicidades natural, la mediada por anticuerpo y la
especifica estdn disminuidas en los pacientes con LEG (91,
113,117). Estas funciones responden pobremente a interleuquina 2
(88,89).lEn el ensayo de una sola célula se observa un defecto
intrinseco en la capacidad litica de las células NK (90).

La importancia de la actividad NK en la patogénesis del LEG,
su relacién con la actividad de la enfermedad, y las posibles
implicaciones en la oncogénesis estda por dilucidarse., La
locélizacion del defecto en el mecanismo litico, y la participacidén
de las interleuquinas en los pacientes con LEG permitiria una
mejor delineacién de las anormalidades intracelulares reéponsables

del defecto en la funcidén citotdxica.
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6. HIPOTEBIS

La actividad citotoxica anormal o deficiente observada en los
pacientes con lupus eritematoso generalizado se logra restablecer,
por la accidén de diferentes interleuquinas, por lo que en un ensayo
de citotoxicidad utilizando células no adherentes (NA) que incluyen
a las células NK C¢D56+, y enfrentdndolas a una linea celular
sensible a células NK y gque ademds se realicen los ensayos en
presencia de suero .descomplementado, se asegurard que no se

evaluard la citotoxicidad mediada por anticuerpo.

7. OBJETIVOS

Estudiar la funcion citotoéxica de las células ne adherentes,
NK CD56+, de los pacientes con LEG en condiciones basales, en
presencia de suerc autélogo y de suero bovino fetal
descomplementados y después de estimularlas con rILz, rIL4, rIL6,
rTNFa asi como con IL2 + IL4; IL2 + IL6; IL2 4+ TNF; IL4 + IL6; II4
+ TNF y con IL6 + TNF, se probard su capacidad citotéxica

utilizando como células blanco a la linea K562.

Se determinard por citometria de flujo el porcentaje de
células CD56'positivas después de la incubacién con cada una de las

interleuguinas solas o combinadas, asi como, en ausencia de ellas.

Se establecerd si existe diferencia en la actividad citotéxica
de las células de los pacientes con enfermedad activa o inactiva en
condiciones basales y después de haber sido incubadas las células

en presencia de las diferentes interleuquinas recombinantes,
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8 .MATERIAL Y METODOS

8.1 OBTENCION DE CELULAS MONONUCLEARES

Las células mononucleares (CMN) fueron obtenidas de la sangre
periférica venosa con heparina (10U/ml) como anticoagulante. La
sangre se diluy¢ en un volumen igual de solucién amertiguadora de
fosfatos pH 7.4 (PB5). La mezcla se virtié sobre un gradiente de
Ficoll-Hypague (Pharmacia, Uppsala/Winthrop de México) densidad
1.077 gr/ml. las células se separaron por centrifugacién durante
30 minutos a 1500 rpm a temperatura ambiente. Los eritrocitos y
granulocitos quedaron en la parte inferior del gradiente y las CMN
se recuperaron de la interfase (118,119 ). Estas se lavaron tres
veces con PBS por centrifugacién a 1,300 rpm durante 10 minutos.
Las células se resgspendieron en medio RPMI 1640 (Sigma)
suplementado con penicilina (100 UI/ml) estreptomicina (100 pg/ml),
L-giutamina (Sigma, 2mM) y suero bovino fetal descomplementado
(Sigma) al 10%.

Las CMN se contaron en un hemocitémetro y se les determind su
viabilidad con tincién de azul tripano (Sigma).’

En todos los experimentos las CMN fueron depletadas de células
adherentes. Para esto, las CMN se ajustaron a una concentracién de
10x10° en RPMI completo por 1 hr a 37 C en una atmosfera de 5 %
€0, y 100% de humedad en placas de petri de plastico.

Después de la incubacion las células no adherentes fueron
recuperadas en el sobrenadante {120), se centrifugaron 10 min a
1400 rpm y se resuspendieron en medio completo. Se determiné su
viabilidad por exclusién con azul tripano y c¢on una alicuota de

estas células se realizaron frotis para determinar por tincién de
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inmunoperoxidasa la cantidad de monocitos presentes en cada
muestra.
Las células no adherentes se ajustaron a 2.5 x 10 ° cels/ml y
se incubaron por 18 hrs con las interleuquinas recombinantes

correspeondiente de acuerdo al siguiente esquema:

Control Medio completo con suerc bovino fetal (SBF)
descomplementado.

SA Medio completo con suero autdlogo descomplementado.

IL-2r (Genzyme) 0.5 pg/ml

IL~4r (Genzyme) 100 UI/ml

IL-6r (Genzyme) 5 UI/ml

TNF (Genzyme) 200 UI/ml

IL-2 (0.5ug/ml) IL-4 (100.U/ml).

IL-2 (0.5ug/ml) + IL~6 - (5.U/ml)

IL-4 (100U/ml)

+
.

IL~2 (0.5ug/ml) + TNF . (200 0
+ II;-.G" ..v' (57U/mL)"
+ ) uy

IL-4 (100U/ml) "INF . (200°U/ml)
IL-6 (5U/ml)  + TNF . (200 U/ml)

Las dosis de IL2 se establecieron de acuerdo a ensayos de
proliferacién de células CTLL, la de IL6 utilizando células B9, la

de IL4 (121) y TNF (83) de acuerdo a lo sefialado en la literatura.

8.2 CELULAS EFECTORAS Y CELULAS BLANCO.
Después de 18 hrs de incubacién las células se lavaron con PBS
y se centrifugaron a 1300 rpm por 10 min a temperatura ambiente

para ajustarse a 2,5x10° cels/ml en medio completo, considerando
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entonces a estas células como efectoras de ia f\ihcidn éitot&xica.
La célula blanco empleada fue la linea K562 optenid; de un derrame
pleurai de un paciente con eritroleucemia (122). Esta 1ine‘a celul.af

se mantuvo en crecimiento estacionario en RPMI-1640.

8.3 ENSAYO DE CITOTOXICIDAD POR LIBERACION DE *cr.

La linea K562 se ajustd a una concentracidn de 2 X10°
células/ml de medio de cultivo y se marcé con 100pCi de Na,’'Cro,
(New England Nuclear) durante una hora a 37° C (123,88). Después de
esta incubacidn las células se lavaron tres veces con medio
completo; se resuspendieron en el mismo y se incubaron 1 hora
adicional con el objeto de disminuir la liberacidén espontdnea del
isétopo radiocactivo.

Las células se lavaron de nueva cuenta y se resuspendieron a
una concentracién de 1 X 10° células /ml de medio de cultivo. Se
cul‘tivaron cantidades crecientes de células efectoras con una
concentracién constante de células blanco en un volumen final de
200 ul en placas de microcultivo de fondo redondo.

Los cultivos se incubaron por 4 horas a 37° C. Al final de
este periodo, las placas se centrifugaron y de cada unc¢ de los
pozos se colectaron 100ul de sobrenadante en tubos desechables de
polipropileno. La radiactividad se midié en un espectrémetro
automatico gama {( Packard).

Como valor de liberacién espontdnea se considers el
sobrenadante de la linea K562 incubada en ausencia de células
efectoras y como valor de liberacién mdxima el sobrenadante de la
linea K562 incubada en 2004l de dcido acético al 5% (122,124 ).

el porcentaje de lisis especifica se calculd de acuerdo a la
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siguiente férmula.

cpm experimental- cpm liberacién ‘ésponténea

% lisis egpecifica = x 100

cpm liberacidn méxima - epm liberacién esponténea

La liberacion espontdnea siempre fue menor al 10% de 1la
liberacidn: mixima. Todos los ensayos se llevaronn a cabo por

triplicade con relaciones efectoras : blanco de 50:1 y 25:1 (88).

8.4 CUANTIFICACION FENOTIPICA DE LAS CELULAS NK

Las células gue sobraron en cada una de las condiciones se
centrifugaron por 10 minutos a 1300 rpm, se resuspendierch y se
incubaron por 30 minutos con el anticuerpo monocleonal ( Beckton
Dikinson) CD56 conjugado con ficoeritrina a temperatura ambiente.
Posteriormente las células se lavaron dos veces con PBS y se
resuspendieron en 500 ul de formol al 3% en PBS para ser analizadas
en el citémetro de flujo Facscan (Beckton Dickinson). En cada
nuestra se contaron 1>o,ooo células y se analizaron con el programa

Consort=-30, determinando asi el porcentaje de células positivas.

8.5 PACIENTES

Se estudiaron 24 pacientes con diagndéstico de lupus
eritematoso generalizado. Todos reunieron 4 6 mas criterios de
clasificacion del Colegio Americano de Reumatologia (Tan,1982). En
el momentd del estudio 15 pacientes tenian datos clinicos de
actividad, segun el indice de actividad de lupus MEX~-SLEDAI (125)

y 9 estaban en remisién. Ningun paciente recibia tratamiento a base
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de antiinflamatorios no esteroideos, ni corticosteroides ni de .
ihmunosﬁpresores'en el momento del estudio.
La edad promedio dé las pacientes activas fue de 257 afios y
de las inactivas de 3813 aflos. Todas fueron del sexo femenino.
‘ Como grupo control estudiamos 14 mujeres normales, las gue

tuvieron una edad promedic de 30 afos .

8.6 ANALIBIS ESTADISTICO.

Los datos de cada uno de los pacientes se capturaron en una
computadora personal IBM a través del programa DBASE III.

Los.promedios y las desviaciones estandar de las actividades
citotoxicas basales y estimuladas dentro de un mismo grupo y entre
grupos se calcularon por el programa estadistico SAS.

Las diferencias entre las corndiciones basal y estimuladas
dentro de un mismo grupo se establecieron con la prueba estadistica
de ﬁilcoxon. Mientras que las diferencias entre cada una de las
condiciones entre los controles y los pacientes con LEG active e
inactivo fue establecida por la prueba de U de Mann-whitney. Se

considerd significativo un valor de p< 0.05.
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9. RESULTADOS
9.1 ACTIVIDAD NK EN LO8 PACIENTES CON LUPUS8 ERITEMATOSO
GENERALIZADO.

Como puede verse en la Tabla 1 no hubo diferencia en la
actividad citotéxica natural (aNK) basal (células no adherentes
incubadas con suero bovino fetal "SBFY) entre los pacientes lupicos
con enfermedad inactiva y los controles, mientras gque la aNK fue
menor en los pacientes con lupus en fase activa, siendo 1la
diferencia estadisticamente significativa (p= 0.0003) al
analizarlos con la prueba de Wilcoxon. Cuando las células
citotéxicas de los pacientes lupicos activos e inactivos se
incubaron con suero autdlogo (SA) descomplementado se encontré una
menor actividad citotéxica en los tres grupos, al compararse con la

obtenida de las células incubad en pr ia de suero bovino

fetal (condicién basal) aunque no se alcanz¢d Qiferencia
significativa (Tabla 1).

Tabla 1. Actividad citotéxica basal (SBF) y en presencla de
suero autdlogo descoplementado (SA).

Grupo SBF SA
X * DE
% lisis

CONTROL 46 £ 17 25 + 19

INACTIVO | 36 % 23 24 = 15

N.S. N.S.
ACTIVO 18 £ 14 1512

p=0.0003 N.S.
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9.2 Efecto 4e la preinoubacién con rIL-2.

Las células de los controles y de los pacientes fueron
incubadas en presencia de 0.5 pg de rIL2 por 18 hrs, Como se puede
ver en la Fig. 1, 1la interleuquina-2 incrementé la funcién
citototéxica del grupo control (basal 46% % 17% vs estimulada
71%+18% p = 0.001), asi como la de los pacientes inactivos
( 36% + 23% vs 62%%+21% con una p = 0.007) y la de los activos

(18% £ 14% vs 43% & 17% p=0.0007 ) (Fig. 1).

100~

p+0.0007,

bnlul iz 7 b;lul ILI“’ b;sal it2
control Inactive activo

Fig. 1 Efecto de la IL2r (0.5ug/ml) sobre la actividad

citotéxica del grupo control y de los pacientes con

lupus inactivo y activo. Los valores de p resultan

de comparar con la prueba de Wilcoxon la condicién

basal (SBF) versus la estimulada (rIL-2).



40

9.3 Bfecto de la preincubacién con rIL4, rILé y rTNP.

La funcién citotéxica de las células de los controles y de los
pacientes inactivos disminuyé por efecto de la IL4 y la IL6. Esto
se encontré al comparar el numero de casos con la prueba de
Wilcoxon, de las condiciones estimuladas con rIL4 e rIl6 con los
obtenidos en condiciones basales (SBF) Tabla 2.

La aNK de las células de los paclentes con enfermedad activa
no se vidé afectada por 1la presencia de IL4, IL6 y TNF
recombinantes, esto cuando se compararon las células estimuladas
con su basal. (Tabla 2).

Por otro lado en siete de los nueve pacientes inactivos cuyas
células se estimularon con TNF tuvieron una funcidén ciltotéxica
menor gque la basal siendo esta diferencia estadisticamente
significativa (p=0.02) por la prueba de Wilcoxon.

Tabla 2. Citotoxicidad mediada por IL4r (100U/ml), IL6r (5U/ml) y

TNFr (200u/ml) sobre células de individuos normales y de
pacientes lupicos inactivos y activos.

GRUPO SBF 114 IL6 TNF
3 lisis %t lisis % lisis % lisis
CONTROL 46£17 42119 4117 46+19
p=0.005 p=0.01 N.S.
INACTIVO 36123 30+18 31+20 31+19
p=0.01. p=0.05 p=0.02
ACTIVO 18+14 T 14%10 17£12 19t16
N.S. N.S. N.S.
Los valores de p resultan de comparar la condicidn basal (SBF)
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contra la estimulada (IL) entre cada uno de los grupos con la
prueba de Wilcoxon.

9.4 Efecto de la preincubacidén con IL2+IL6, y con IL2+TNF.

Al cultivar las células en presencia de rIL2 + rILé y rIL2 +
rTNF se encontré aumento de la aNK tanto en el grupo control como
en los pacientes, al comparar la condicidn basal contra la
estimulada, siendo la diferencia estadisticamente significativa
(Fig.2) . No se encontré diferencia al comparar el estimulo cbtenido
con rIL2 contra sus combinaciones con rIL6 y rTNF (Fig.3) en los
tres grupos estudiados. Las células de los pacientes con enfermedad
activa lograron alcanzar los niveles normales basales sclamente
cuando se cultivaron en presencia de IL2 sola o junto con ILE y INF
( Tabla 3).
Tabla 3. Citotoxicidad mediada por IL2r (0.5pg/ml), IL2

(0.05ug/ml) + IL6r (5U/ml), IL2r {(0.5ug/ml) + TNFr
(200U/ml1) .

Grupo SBF | 1L~2 IL2+IL6 IL2+TNF
X*DE
lisis
CONTROL 46 17 71 + 18 75 £ 17 72 + 21
p=0.001 p=0,002 p=0.002
INACTIVO 36 = 23 62 + 21 61 + 21 69 t 16
p= 0.007 p= 0.007 p= 0.007
43 t 17 40 £ 20 46 £ 19
ACTIVO 18 + 14
p= 0.0007 p= 0.001 p= 0.001
Los valores de p resultan de comparar dentro del mismo grupo

la condicidn basal vs la estimulada (basal 46 + 17 vs 71118 IL2,
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basal 46+17 vs 75£17 I124IL6 etc.) con la prueba de Wilcoxon.

940,002

100 . 900.002

Basal IL2+TNF

[Jcont NSSmwac T dact

Fig 2. Efecto de 1la estimulacién con IL2r (0.5ug/ml) + IL6r (5U/ml)
y con IL2r (0.5ug/ml) + TNFr (200U/ml), sobre la aNK de las

células NA de pacientes lupicos inactivos y activos.
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T i 1 T T
con  inac act con inac- & aet con’ - inac act

L2 IL2+IL6 IL2+TNF

Fig. 3. Comparacién del efec.o de la IL2r (0.5 pg/ml) en los tres
grupos estudiados con la obtenida del estimulo de las

células NA con IL2+IL6 e IL2+TNF.
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9.5 Bfecto de la preincubacidn con IL4, IL4+IL2, IL4+IL6,IL4+TNF.
Hubo un descenso en la aNK en presencia de IL4 tanto en el
grupo control como en los pacientes con LEG en fase inactiva
(Tabla 4), asi como un claro descenso al comparar IL2 vs IL4+IL2 en

los tres grupos estudiados (Fig. 4) con la prueba de Wilcoxon.

1004

CONTROL INAC

e [Clieaaes

Fig. 4 Efecto de la IL-4r (100 U/ml) sobre la actividad inducida
por IL2r (0.5ug/ml) en el grupo control y los pacientes
con lupus inactive (INAC) y activo (ACT). Los valores de p
resultan de comparar ia actividad inducida por IL2 versus

la inducida por IL2+I14 con la prueba de Wilcoxon.

Se encontrd un aumento de la aNK de las células NA de los
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Se encontré un aumento de la aNK de las células NA de leos
pacientes y de los controles después de haber sido estimuladas con
IL2+IL4 (Tabla 4).

La FCTN de las células de los controles y de los pacientes
inactivos disminuyé después del estimulo con IL4+IL6 (Tabla 4).
Mientras que en cinco de ocho pacientes con lupus active la FCTN
fue mayor que la basal (Tabla 4) .

La preincubacién de las células de los pacientes con lupus y
de los controles con IL4+TNF no afecté la FCTN cuando se compararon
los porcéntajes de lisis con el basal (incubado con suero bovino

fetal) (Tabla 4 ).

Tabla 4, Efecto de la estimulacién con Il4r (100 U/ml), IL4xr (100
uU/ml) + IL2 (b.sug/ml), Il4r (100U/ml) + TNFr (200 U/ml)

: sobre la actividad NK.

GRUPO SBF IL4 ILA+IL2 IL4+ILS IL4+TNF
% lisis $ lisis 3 lisis % lisis % lisis

CONTROL 46 = 17 42 ¢ 19 59 & 23 45 + 18 47 £ 21
p=0.005 p=0,003 p=0.01 N.S.

INACTIVO | 36 + 23 30 + 18 53 + 23 32 + 20 34 + 21
p=0.01 p=0.007 p=0.01 N.S.

ACTIVO 18+14 14 % 10 29 * 14 15 £ 9 15411
N.S. p=0,007 p=0.,05 N.S.

Los valores e p resultan de comparar entre cada uno de los
grupos la condicién basal versus la estimulada con la prusba de

Wilcoxon.
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9.6 EFECTO DE LA COMBINACION ILG6+TNF SOBRE LA aNK.

En el grupo control y en el de los pacientes con LEG en fase
inactiva la combinacion de ILG6+TNF ejercid un efecto inhibitoric.
Esto se observd al compararle con la FCTN basal (control= basal
4617 vs IL6+TNF 41 % 17; inactivo= 36123 vs 30%20) siendo . esta
diferencia estadisticamente significativa con 1la pruel;é _de.

Wilcoxon. (Fig 5).

w60
:-:: t\\\\\\\\\\\§ - T e
o - .

CONTROL INAC

BASAL [ JiLe«TNF

Fig 5. Efecto inhibitorio de IL6r (5U/ml) + TNFr (200U/ml)
sobre la actividad NK del grupo control y del de los

pacientes con LEG inactivo.
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El efecto inhibitorio de IL6+TNF sobre la funcién citotéxina
natural en células normales no se encontréd en los pacientes con LEG

en fase activa , (Tabla 5).

Tabla 5. Efecto de IL6r (5U/ml) + TNFr (200U/ml) sobre la aNK.

GRUPO SBF IL6 + TNF
% lisis % lisis
46 t 17 41 £ 17
CONTROL
p = 0.003
INACTIVb 36 £ 23 30 £ 20
p= 0,01
ACTIVO 18 & 14 15 £ 15
N.S.
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9.7 Andlisis por grupo de la FCTN estimulada por ILs.

Los pacientes con lupus activo presentaron una FCTN menor
respecto al control cuando se cultivaron en presencia de IL2, IL4
IL-6, IL2+IL4, IL2+IL6, IL2+INF y IL6+TNF (Fig. 6) asi como en .
presencia de TNF y IL4+IL6 (Fig.7), siendo en todos los casos la
diferencia estadisticamente significativa al hacer el andlisis con

U de Mann-Whitney .

3 seF 9 112 3 s e
3 zen4e 1L241L8 IL2¢TNF I 1Le-TNF

Fig 6. Comparacién de la FCTN del grupo control y de los
pacientes lupicos con enfermedad activa. Los valores de p
resultan de comparar cada una de las condiciones del grupo
control contra su respectiva en el grupo de pacientes con

LEG activo con la prueba de U de Mann Whitney.
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GRUPQ CONTROL PACIENTES ACTIVOS

COrne B iedats

Fig. 7 Actividad NK de los pacientes lupicos activos después

de la incubacién por 18 hrs con TNFr e IL4r + IL6r.
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Los paclentes con enfermedad inactiva presentaron una funeién
citotdéxica natural aparentemente menor aunque la diferencia con
respecto al grupo control no fue estadisticamente significativa (U
de Mann-Whitney), de hecho el grupc inactivo se comporté de una
manera similar al grups control ya fuera cuando las células
efectoras se cultivaron en presencia de las ILs solas (Fig.8) o

combinadas (Fig.9).

|
.

GRUPO CONTROL PACIENTES INACTIVOS

CJser N2 [CIs EBus CIwr

Fig. 8 Comparacién de la aNK de los pacientes inactivos y el
grupo control después de la incubacién de las células

NA y las interleuquinas recombinantes.
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GRUPO CONTROL PACIENTES INACTIVOS
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Fig 9. Comparacién de la ANK de los pacientes inactivos y el
grupo control dspués de la incubacién de las células no

adherentes + la combinacién de interleuquinas.



52
$.8 FENOTIPO DE LAS CELULAS EPECTORAS
El 24% de las células no adherent;es, de individuos normales
expresaron Ag CD56 en su membrana en condiciones basales. En los
pacientes con LEG tanto los actives como los inactives presentaron

casi los mismos porcentajes (25% activos, 27% inactivos) (Tabla 6).

Tabla §. Porcentaje de células CDS6'. Células no adherentes
incubadas por 18 hrs con suero bovino fetal; IL2r 0.5

#g/ml; IL4riod UI/ml; IL-6r 5 U.I.; TNF 200 U.I/ml.

GRUPO SBF FL~2 IL~-4 IL-6 TNF
CONTROL 24 23 23 22 24
INACTIVO 27 29 25 26 25
ACTIVO 25 30 28 27 28

Al incubarse durante 18 hrs con las diferentes interleugquinas
se cbservé que no hubo diferencia en ninguna de las condiciones en
el grupo contrel, asi como tampoco en los pacientes inactivos.
Mientras que en los pacientes actives hubo un aumento en el numero
de células positivas después de haberlas incubado en presencia de
IL2 (Tabla 6) y de IL6 + TINF (Tabla 7), sin ser la diferencia

estadisticamente significativa.
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Tabla 7. Porcentaje de células CD56 después de hacer sido

cultivadas las células NA por 18 hrs con las diferentes

interleuquinas combinadas a la misma dosis que cuando se

utilizaron solas.

GRUPO IL2+IL4 | IL2+IL6 | IL2+TNF | IL4+IL6 | IL4+TNF | IL6+TNF
CONTROL 23 22 23 24 25 23
INACTIV 25 25 25 25 21 25
ACTIVO 26 27 27 27 29 32
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10. DISCUBION

La funcidn citotéxica natural se encuentra alterada en
diversas enfermedades (88,89,90,91). Se ha observado una
disminucién de la aNK en sangre periférica de pacientes con varios
tipos de neoplasias(3,14). Se han encontrado alteraciones de la
misma actividad en enfermedades infecciosas, en pacientes
postrasplantados de rifdén y de médula ésea, Y en las enfermedades
con trastornos de 1la inmunorregulaciédn. Los pacientes con
inmunodeficiencias combinadas severas pueden tener una aNK normal
o aumentada (16}.

En lo que se refiere a las enfermedades autoinmunes se han
realizado pocos estudios gque muestren como se encuentra la
actividad citotdxica en los pacientes con una alta produccién de
autoanticuerpos y ent:r."e los que existen, se observan resultados
controversiales (88,89,90,92).

El presente estudio muestra que los pacientes con lupus
eritematoso generalizado tienen disminuida su actividad NK (aNK} y
que esta anormalidad y su reqgulacidén por citocinas predomina como
grupo en los pacientes con la enfermedad activa.

Estudios previos han descrito anormalidades en la aNK en los
pacientes con LEG. Flad (126), Gonzdlez-Amaro, Alcoccer-Varela Yy
cols. (88), Sibbitt (89) y Katz(90) reportaron una actividad
citotéxica natural disminuida en pacientes con LEG utilizando
ensayos de citotoxicidad con cr*. La diferencia de este estudio con
en el de Gonzdlez-Amaro es que utilizaron células mononucleares
como efectoras y no hacen diferencia entre pacientes activos e
inactivos, lo que les hace pensar que todos ellos tienen una

actividad citotoxica menor que la de los controles y aungue Sibbitt
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fﬁ9) hécé{uﬁa»menqién del grado de actividad de los pacientes, solo
incluyg:~ties: con :actividad media, uno de los cuales estaba
rec;hienéo tratamiento con 20 mg de prednisona y cuatro con
: acciﬁiﬁad moderada, estando dos de ellos con 10 mg de prednidona.

Katz (90} es gquien propone que los paclentes con enfermedad
‘éctiva son les que tienen alteracién en su aNK, pero incluye en su
trabajo pacientes inactivos con tratamiento asi como activos con
hidroxicloroguina. En el presente estudio se hizo una
diferenciacién entre los pacientes activos e inactivos estando
todos ellos sin tratamiento y los inactivos al menos con un afio de
remisién de la enfermedad.

Con el fin de determinar si algun factor del suero era
responsable de la aparente disminucién de la actividad citotédxica
de los pacientes activés, sa incubaron las células no adherentes de
les' tres grupos con suero autdlego descoplementado, y no se
encontré ningupa diferencia en los pacientes ya fueran activos o
inactivos cuando se compararon sus actividades con las obtenidas de
Jas células incubadas con suero bovino fetal. Esto hace pensar que
esta falla no es debida a factores solubles termoestables presentes
en el suero, ya gque este fue calentado a 56'C por 15 min para
descomplementarlo.

Las interleuquinas son polipéptidos que afectan las funciones
de diversas células . Entre otras, favorecen la comunicacién
celular, promueven la sintesis y secrecién de otros factores
solubles, modulan la expresién de antigenos de superficie,
amplifican respuestas inflamatorias y conducen al crecimiento y a
la diferenciacién celular (41,42).

Las células asesinas naturales {NK) al igual que una amplia
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variedad de células se ven afectadas por 1la presenéia de
determinadas citocinas. De todas las citocinas estudiadas el efecto
mejor conocido y menos céncrovertido .scbre la funcidn citotéxica
normal es el que ejerce la IL-2 (73,74,76). -

En este estudio cuando las células de los sujetos hormales o
las de pacientes con LEG se incubaron con IL~2 rec-ombinante se
observé un incremente significativo de la aNK sobre células .
blanco K562, llegande a alecanzar 1los valores normales
basales{46t17%) en el caso de los pacleptes activos (NA+IL2y
43t17%) y comportandose el grupo inactivo de manera similar al
grupo control (NA+IL2 control 71#18 , inactive 62121 p=0.3, U de
Mann-Whitney) .

La recuperacisén de la funciédn citotdxica de las células de los
pacientes con LEG activo podria permitir, la introduccién de la IL-
2 como agente terapéutico, de una manera semejante a la que se hace
en los pacientes con cdncer {62,69,127).

Este fendmeno de aumento de la aNK en pacientes lupicos ha
sido observado por varios autores (74,76,77,88,89) , en donde el
incremento fue encontrado tanto en células no adherentes como en
mononucleares con sobrenadantes que contenian IL2. Ademds, la
actividad NK es independiente de la produccién de IL-2 (8%9).

A pesar de gque parece ser que la IL2 proveniente del
sobrenadante del cultivo de linfocitos, o 1l1la producida como
recombinante tienen efectos similares, en este trabajo se prefirié
el uso de IL~2 recombinante puesto que los sobrenadantes pueden
contener a la IL-2 y ademas otros compuestaos que pudieran modular
de alguna manera la aNK.

Se conocen pocas trabajos en los cuales se ha estudiado el
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efecéc de "la IL-4 en diversas poblaciones celulares- dé:sujgﬁos
_normales (121,127,128). ‘ .

Nagles y cols. (65) analizaron el efecto de la IL-4 (100U/m1)

sobre LGL purificados, mientras que Keever y cols. (86), lo

- hicieron sobre células de médula dsea. En ambos trabajos no se
encontré ningun efecto sobre la actividad NK de las células
estimuladas.

En el presente trabajo utilizando células NA como células
efectoras, tanto en los sujetos controles como en los pacientes con
LEG en fase inactiva, la IL4 indujo una disminucion de la aNK. Esto
no ocurrié en el caso de las células de los pacientes con LEG en
fase activa y ya que los pacientes en fase activa tienen
anormalidades en cuanto a la funcidn de sus células B, y sabiendo
que la riL-4 estimula.y regula a las B para que envien sefiales a
las'T y en estas ultimas actua como activador del crecimiento, en
particular de las T preactivadas por diversos estimulos, para la
produccién de IL-2, es de suponer que la IL-2 sintetizada de novo
pudiera estimular a las células NK, de tal manera que al generarse
una mipima respuesta citotéxica, no detectamos una disminucién de
la aNK inducida por IL-4, o bien que existen mecanismos de
proteccién que evita que la actividad NK disminuya tanto gque
inhabilite a los pacientes con LEG en fase activa para responder
ante aguellos agentes patdégenos contra los cuales las células NK
funcionan como un primer mecanismo de defensa.

Por otro lado existe un trabajo en donde se reportd que la IL¢
al igual que la IL-3, suprimen la actividad citotéxica inducida por

IL-2 por parte de células de médula 6sea o de sangre periférica,
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utilizando K562 como blanco y cultivapdo las células por 7 dias

(86). Mientras que Nagl - y cols. (85) a pesar de gue incuban sus

Qgé.periférica es abatida por 1la

ylas células B, se - ha visto que tiene efecto sobre células
"hematopoyéti‘cas, de mieloma, fibroblastos y hepatocitos entre
otraé-, ademas de que -aumenta la ciltotoxicidad por parte de las
células T citotoxicas (79,80).

Luger y cols. (79) reportaron que los LGL normales aislados
por Percoll, dincubados con IL-6 recombinate o derivada de
fibroblastos aumentan su funcién citotéxica utilizando células K562
come células blanco. El mecanismo propuesto para ello es que la
IL~6 es capaz de inducir la produccion de IL-2 por parte de la
células efectoras y gque lleva a un incremento en la activaceién de
las células NK. Esto es debido a que al usar anticuerpos anti IL-2,
en presencia de IL-6 se bloquea el aumento de la aNK por esta
ultima citocina.

A diferencia de lo ya reportado por Luger (79) y Smith (80)
para los LGL y para las T citotdxicas, en nuestro grupo de
pacientes se encontré gque la IL-6 sola ejercico un efecto

inhibitorio sobre la actividad citotéxica de las células NA del
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grupo control y la de.: los'pacient . con LEG 1nactivo al pesar de que,'

‘se utilizaron 1

efectb,“dé igual’ man cdmo‘Iofohéérvérsmith en su éistema~(61)

Esto quizds: debido a: que en - nuestros ensayos estaban presentes las
células B, es: posible que la IL~6 (5U/ml) afadida a las células,
haya sido utilizada no solo por las células NK sino también por
otras células citotdxicas y por las mismas células B para sufrir
diferenciacién, puesto que por competencia las células T y B estdn
en mayor proporcidén que las células NK y pudieron haber utilizado
una buena cantidad de la IL-6 afladida. Esto pudo dar como resultade
que la actividad citotéxica en estas condiciones no difiriera
significativamente de la encontrada solo en presencia de SBF.

smith 1990 (61), reporté que la IL-6 sola o a bajas dosis de
IL-2 sinergiza la aNK de los LGL de sangre periférica inducida por

"esta ultima, y propone gue la TIL-6 provee de una sefial

independiente de IL-2 y que la IL-6 induce un aumento de la aNK
solo a dosis subdptimas de IL-2 (10U/ml).

Cuando células NA del grupo control y las de los pacientes
con LEG se cultivaron en presencia de IL6 + IL2 tampoco hubo
diferencia en su aNK cuando se compar¢® con la obtenida de incubar
las NA+IL-2. Mientras que si hubo un incremento estadisticamente
significativo en los tres grupos cuando se comparé el porcentaje de
citotoxicidad de las células NA cultivadas en presencia de IL=-

2+IL6 y las de la condicién basal (SBF).
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Lo anterior hace pensar que se estd proponiendo un modelo en
donde interactlan las células T, las B y las citotéxicas como
ocurre in vivo y la diferencia con los otros trabajos probablemente
se deba a que no se utilizaron dosis subdéptimas de IL-2 como
agquellos.

El factor de necrosis tumoral fue originalmente descrito como
una citocina citotéxica para ciertas lineas tumorales (53).
Posteriormente se encontrd que tiene efectos regulatorios sobre el
crecimiento, la proliferacién y la diferenciacidén de varios tipos
celulares.

En el presente estudio se investigdé el efecto del rTNFa sobre
las células no adherentes de sujetos normales y pacientes con LEG.
Los resultados mostraron que el rTNfa (200 UI/ML) no tuve efecto en
el grupo control y en los pacientes con LEG activo, mientras que
los pacientes con LEG inactive tuvieron una aNK inducida por TNF
menor que la basal, lo cual esta en contraposicién a lo reportade
por Ostensen y Lipsky (1987) (82) quienes encontraron en sujetos
normales, que utilizando células no adherentes aisladas con nylon-
lana y cultivadas por 18 hrs en presencia de 1000 U de rTNFa hay
un aumento significative de 1la actividad NK y que cuando se
incubaron las células con 100 U de TNF el incremento fue "modesto®.

Lo anterior hace pensar que en nuestro caso se utilizaron
dosis subéptimas de rTNFa, a pesar de que en algunos sujetos si
hubo aumento de la aNK, como grupo no se demostré, o bien que el
TNF fue utilizado por otras células ademids de las NK.

La combinacién de rTNFa + rIlL-2 aumentd la actividad NK en el

grupo control y en los pacientes tanto activos como inactives, sin
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embargo, no hubo una diferencia estadisticamente significativa
cuando se comparé el porcentaje de ¢itotoxicidad de las células
incubadas solo con rIL2. Por el contrario, Ostensen y cols. (82)
reportaron que la combinacién de rTNFa + IL=-2 promueve un aumento
de la actividad citotéxica utilizando dosis bajas de IL~2 (1-10
U/ml), es decir que el TNF ejerce un efecto sinérgico sobre la IL-
2.

Los resultados mestrados aqui concuerdan con los de Philip y
Epstein (83) gquienes no encontraron induccién de citotoxicidad por
parte del TNF sobre células K562. Por el contrario Ostensen (82) si
encuentra inducién por TNF, y propone gque tales discrepancias en
los resultados pudieran atribuirse al uso del medio de cultivo
suplementado con suero bovino fetal gque pudiera revocar, o
enmascarar, el efecto Adel INF sobre la aNK.

En nuestro caso quizds no se lograron a estimular las
células, ya que la dosis de IL-2 siempre fue la éptima para inducir
incremento de la aNK. Sin embarge, la dosis de estimulacién de 1000
U/ml de TNF para un sistema in vityo parece ser muy alta. Esto
permitiria suponer gque la JL2 a dosis bajas actia como un
coestimulador para que el TNF ejersa su efecto. No obstante, en el
sistema de células no adherentes de pacientes con LEG y con TNF se
podria haber observado tal fendmeno, ya que es conocido que los
pacientes con LEG producen menos IL-2 que los normales, Y no
ocurrio asi.

Cuando se incubaron las células normales Yy las de los
pacientes con LEG inactivo con TNF+IL6 se obtuvo un efecto

inhibitorio de la aNK. Esto hace pensar gue en condiciones normales
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y a las dosis utilizadas in vitro estas dos citocinas ejercen un
efecto regulador sobre la actividad citotéxica .

Cuando las células no adherentes se incubaron en presencia de
IL-4+TNF no se detectdé ni efecto estimulador ni inhibitorioc de 1la
aNK, mostrande que combinadas o cada una por separado, no modulan
de ninguna manera la funcién citotéxica en algunos pacientes.

En lo que respecta al porcentaje de células €D56' , no se
encontré diferencia entre la condicidn basal y la estimulada, es
decir después de haber cultivado las células en presencla de las
diferentes citocinas en los pacientes con LEG inactivo y en los
controles; sin embargo, los pacientes con LEG activo parecen tener
un mayor numero de células CD56+ después de haber incubade las
células NA en presencia de IL2 ¥y de IL6+TNF aungue la diferencia
no fue estadisticamente significativa.

Lebow (63) y Robertson (129) han encontrado que después de
incubar las células NK con IL2 hay un mayor numero de células
citotdxicas debido a que se promueve la proliferaéién de esas
células. Lebow (63) postula dos maneras de accién de esta citocina
sobre las NK de sangre periférica: una de ellas es induciendo la
maduracién de las células NK no liticas y la otra induciendo la
proliferacién de células NK ya maduras (63).

El hecho de no haber encentrade un mayor porcentaje de células
CcD56+ después de haber incubado las células con las diferentes
citocinas, o al menos con IL-2, puede ser explicado debido a que
el cultivo in vitro fue en un corto plazo (18 hrs), apoyando mas la
idea de Lebow de que la IL2 promueve a las células no liticas a que

maduren a células asesinas competentes justificando esto el aumento
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de la aNK.

Asi pues a pesar de que las pacientes con LEG activo tienen en
general una actividad citotéxica menor que la de las inactivas y
las controles, el comportamiento frente a las diferentes citocinas
fue semejante. Esto sugiere que aunque estd abatida esta funcién
inmune, las células pueden responder a los diferentes estimulos
tal y como lo harian los sujetos normales, aunque en menor
proporcién. Esto en los pacientes con lupus es de gran importancia
ya que son varios los sistemas celulares inmunes que se encuentran
afectados por la enfermedad y permite suponer gque atungue los
pacientes tengan una mayor produccién de autoanticuerpos y una
menor funcidén supresora, las células NK se encargan de regular en
cierta manera la aparicidén de clonas autoreactivas, asi como de
prevenir la aparicién de neoplasias o de infecciones ya que los
pacientes luipicos actives se encuentran inmunodeprimides; ademds,
a pesar de encontrar disminuida la actividad NK en los pacientes
lupicos, se vio que esta actividad puede ser estimulada por
diferentes citocinas obteniendo una respuesta semejante a la de los
sujetos normales, lo que abre la posibilidad de utilizar 1la
actividad citotéxica inducida por citocinas, de una manera similar

a la empleada en los pacientes con cdncer (128).
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11. CONCLUSIONES . :
La actividad citotéxica de los pacientes con L#G.:étct':ivo fue
significativamente menor que la del grupo control, 'mi‘é;tfasA‘r;ﬁe .la
de los inactivos se comporté de manera similar a’la’ de los

normales,

La IL2 promueve un aumentc de la aNK en los tres grupos
estudiados de tal manera que los pacientes activos lograron
alecanzar niveles normales de citotoxicidad ip vitro, ya sea cuando
la IL2 se incubé sola o junto con IL6 Yy TNF; de aqui que se
consideré que estas ILs no tienen ningun efecto sinérgico o

antagénico sobre la IL2r.

Las ILs, 4 y 6 al parecer disminuyen la actividad NK de las
células de los pacientes con LEG inactivo y las de los sujetos

controles.

El TNF no modifica la aNK de las células de los pacientes

activos ni la de los controles.

El efecto de la IL4 sobre la aNK fue inhibitorio en presencia
de IL2 en las células de los pacientes con LEG activo o inactivo,
sugiriendo gque la IL4 puede ser un regulador de los mecanismos de
activacion por parte de la IL2, no siendo asi cuando se incuban las

células junto con la IL6 y el TNF.

En el grupo control Yy en los pacientes con LEG inactivo la

IL6+TNF ejercieron un efecto inhibitorio de la aNK. Esto hace
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pensar due en condiciones normales y en los paclentes que han
recuperado su actividad citotoxica, existen mecanismos de

regqulacién negativa de la actividad citotdxica.

En el tiempo empleado de incubacién de las células con las
diferentes interleuquinas no se encontré aumento en el numero de
las células CD56 . Esto sugiere que las citocinas empleadas en
tiempos cortos de influencia in vitre, activan algun mecanismo
litico que hace gue se pueda promover la citotoxicidad o, por el

contrario que no lo modifiquen.
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