122

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO 7
FACULTAD DE MEDICINA

~ZQ
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADQ E INVESTIGACION

INTERLEUQUINA 2 EN
LUPUS ERITEMATOSO GENERALIZADO.
ESTUDIO A LARGO PLAZO Y
SU RELACION CON OTRAS CITOCINAS

TESIS
QUE PARA OBTENFR EL GRADO DE

DOCTOR EN CIENCIAS MEDICAS
.‘\0"
’0\ PRESENTA
JORGE ALCOCER VARELA

" TESIS CON MEXICO D.F. MAYO 1994.
. FALLA DE ORMEN
TESIS CON

FALLA DE ORIGEN




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
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 imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd 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,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



SUMMARY
Since 1982, wher. we and others reported a defect in the production of, and response
to IL-2 by MNC from SLE patients, the expression of cytokines in this disease has become the
object of numerous studies. Some of the T cell abnormalities found in SLE patients can be
attribuled to a decreased activity of this cytokine, which in SLE seems to be an important
Stmmmtioe afdba dmmannarasnlatinn . Althonoh the oriain of this abnormality is unknown, several
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SUMMARY

Since 1982, when we and others reported a defect in the production of, and response
to IL-2 by MNC from SLE patients, the expression of cytokines in this disease has become the
object of numerous studies. Some of the T cell abnormalities found in SLE patients can be
attributed to a decreased activity of this cytokine, which in SLE seems to be an important
alteration of the immunoregulation. Although the origin of this abnormality is unknown, several
mechanisms have been proposed to explain it: a) a primary defect of CD4 cells, b) suppressive
effect of the activity of IL-2 by CD8 cells or by specific antibodies against IL.-2, c) exhaustion of
T cells due to their activation in vivo, and d) deficiency of other cytokines that participate in T
cells activation.

IL-2 has been proven to be a defective element in SLE immune regulation. However, its
course in time is unknown. We have studied its production and cellular response in peripheral
blood cells of 30 SLE patients and 12 healthy subjects. In addition, we studied the spontaneous
and LPS-induced production of IL-1 which have been found increased and lowered respectively
in untreated SLE patients, Patients were studied at the onset, when still untreated, and at 1, 2,
6, 12, 18 and 24 months. At the onset 18 had active disease and 12 were in remission. The
decreased proliferative response of T cells to IL-2, and the deficient production of iL-1 upon LPS
induction became normal after 6 months treatment whereas the expression of high affinity IL-2
receptors took 18 months to become normal and the deficient production of IL-2 took two years.
Despite clinical remission, the decreased capacity of T cells to absorb IL-2 persisted abnormal
for 2 years, Our data suggest that in SLE the defect in utilization of IL-2 by T cells is more
profound than that of its production and that this is influenced by the spontaneous production
of IL-1, suggestive of in vivo activation of monocytes persists even in remission. Looking for the
participation of other T cell activation molecules we found that when we cultured T cells from
SLE patients with anti-CD28, there was an increase in the secretion of |L-2 , which was greater
in the cells from patients with active than in those from inactive disease. These data suggest that
CD28 might play a central role in the defective immune response observed in SLE patients.

The existence of several major types of murine cloned CD4+ T cells has been well
documented. Tht cells secrete interleukin-2 and interferon gamma but not interleukin-4,
interleukin-5, interleukin-6, or interleukin-10 and are able to mediate delayed-type hypersensitivity
reactions. Th2 cells secrete interleukin-4, interleukin-5, interleukin-6, and interleukin-10 but not
interleukin-2 or interferon gamma and preferentially help in the activation of B cells. ThO cells can
secrete cytokines, whereas memory T cells high levels of interleukin-4 and gamma interferon.
The requirement for T cells in the development of SLE has led to the idea that T cells are major
contributors in the development of polyclonal B-cell activation and autoantibody production, most
likely through the secretion of Th2 cytokines. In support this idea, we have found: a) both
CD4+RO+ and CD4+RO-T cell subsets produce |IL-2. b) CD4+RO-T celi subset is the best IL-2
producer by normal cells. ¢) CD45RO marker does not help to define the IL-2 low production
observed in SLE patients. d) CD4+RO+ T cell subset is the main IL-4 producer under PHA or
anti-CD3 stimulation by normal celis. ) CD4+RO+ T cells from SLE patients produce
spontaneously high levels of IL-4. f) preliminary results demonstrate the spontanecus expression
of the Il-4, Il-6 and IL-10 genes by that CD4+RO+ T cell subsets in SLE, and this may
contribute to the B cell hyperactivity in enhanced antibody synthesis characteristic of this
autoimmune disease.

These findings may help to understand the role of cytokines in the pathogenesis of
systemic lupus erythematosus.
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RESUMEN

A partir de 1982, en que nuestro grupo y otros informaron que las células mononucleares de
pacientes con LEG eran deficientes en la producciénde - y en la respuesta a- Interleuquina 2 (1L-2),
la expresién de citocinas ha sido el objetivo de numerosos estudios. Aunque no se conoce la causa de
esta anormalidad, se han planteado varios mecanismos para su explicacion: a) un defecto primario de
las células CD4, b) una accién supresora de la actividad de IL-2 por las células CD8 6 por anticuerpos
especificos contra IL-2, c¢) el cansancio de las células T resultante de su activacién in vivo y d) un
defecto de otras citocinas que participan en la activacion de las células T. Para responder algunas de
estas preguntas durante los dltimos 3 afios analizamos en detalle diferentes pardmetros que miden la
actividad de IL-2 en células de sangre periférica en pacientes con LEG. Con fines de esta tesis pre-
sentaré tres grupos de experimentos: i, seguimiento longitudinal del estudio de IL-2. ii. participacion
de CD28 en la produccién de IL-2, iii. analisis de las subpoblaciones T CD45 en la produccion de

IL-2 y de IL-4.

De las 7 mediciones estudiadas, 5 de ellas (la deficiente produccién de IL-2, la expresidn
disminulda de receptores de alta afinidad, la pobre capacidad de absorcion de 1L-2 ,la mayor produc-
cién basal de IL-1 y la baja produccién ante el estimulo con LPS) tuvieron una correlacién significa-
tiva (p< 0.01), con la actividad de la enfermedad.

La evolucion clinica de los pacientes con lupus activo, fue hacia la mejorfa. Los pacientes con
lupus activo revelaron una disminucién progresiva del nimero de mediciones inmunolégicas anor-
males, hasta llegar en promedio a 1.6 + 1.0 al término del estudio. Por otra parte, en los pacientes con
lupus inactivo también disminuyd el nimero de las mediciones anormales, aunque se observaron
oscilaciones entre 2 y 3 mediciones alteradas. En los pacientes con lupus activo la pobre respuesta
proliferativa de las células T y la prdduccién deficiente de IL-1 al estimulo con LPS se corrigieron al
cabo de 6 meses de tratamiento; al aflo lo hizo la produccién espontanea de IL.-1, mientras que la
expresion de receptores de IL-2 de alta afinidad (post tratamiento con pronasa) lo hizo a los 18 meses
y la deficiente produccidn de IL-2 a los 2 aflos. La pobre capacidad de absorber IL-2 por las células
T de los pacientes persistio, pese remisidn clinica, ain después de 2 afios, .

Al coestimular con el Ac anti-CD28, en todos {os casos se observd un incremento en la secrecién
de 1L-2. Los linfocitos de pacientes con enfermedad activa tuvieron un incremento de 81% en la
produccién de 11.-2 al cultivarse con anti-CD28. Este incremento fue de 48 % en los pacientes con
lupus inactivo y 40 % cn las células de individuos normales.

Se observé una disminucién significativa (p < 0.01 en todos los casos) en las células CD4+,

CD45RO+ y CD45RO- de los pacientes con LEG, al compararse con los testigos, Al segregarlos de
acuerdo a su actividad clinica, los pacientes con enfermedad activa presentaron las cifras mas bajas.

- W - - — i



4 IL-2 en Lupus Eritematoso Generalizado

Al igual que las células T CD45RO+, las CD45RO- estimuladas de los pacientes produjeron
menos [L-2 que las células T de los controles y la disminucién también correlacion6 con la actividad.

Las células T CD45SRO+ del grupo total de pacientes con LEG produjeron de manera espontdnea
significativamente mds [L.-4 que Jas CD45RO+ de los controles (6.7 + 3.1 U/mL, contra 0.53 £ 0.4 U/
mL , p<0.001). Esta diferencia fue a expensas de las células T CD45RO+ de los pacientes activos, ya
que éstos produjeron significativamente mds IL-4 que las células T CD45RO+ de los pacientes inac-
tivos (9.1 £ 3.0 U/mL contra 4.5 £ 0.9 U/mL, p<0.01).

Las células T CD45RO+ de los pacientes con lupus activo, estimuladas con PHA, produjeron
significativamente menos IL.-4 que las de los pacientes inactivos y de los controles (22.5 + 7 U/mL,
38.1 £ 7.5 U/mL y 38.5 + 6.7 U/mL respectivamente, p<0.05). Las células T CD45RO+ estimuladas
con anti-CD3 de los pacientes activos se comportaron de manera similar a las estimuladas con PHA
(29.1 % 5.2 U/mL contra 37.7 £ 6 U/mL de los pacientes inactivos y 40.5 + 2 U/mL de los controles,
p<0.05). No hubo diferencia entre la produccion de IL-4 por las células T CD45RO+ estimuladas
con PHA o con anti-CD3 de pacientes inactivos y de controles . Sin embargo, en la mayoria de los
pacientes con lupus hubo expresion genética de IL-4. Al extender estos estudios a las subpoblaciones
CDA45RO, se encontr6 expresion del gene de IL-4 en las células CD45RO+ de 4 de 5 pacientes con
lupus activo, no asf en las CD45RO-de los mismos pacientes.
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CMN
cDNA
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mAc
MC

PBS
TH1,TH2
rit.-2
TNF
TGF-B

ABREVIACIONES

Anti-inflamatorios no esteroideos
Ligando de CD28

Células Mononucleares

DNA complementario
interleuquina

Anticuerpo monoclonal

Medio Completo (RPMI-1640 suplementado con 5% de SBF,
100 pg de estreptomicina, 100U de penicilina y 2mM de glutamina)

Solucién amortiguadora de fosfatos
Subpoblaciones T de ayuda (1 y 2)
Receptor de 1L-2

FFactor de Necrosis Tumoral

Factor Transformador del Crecimiento f3
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INTRODUCCION

Durante los tltimos aitos numerosos estudios
han evaluado el sistema inmune de los pacientes
con lupus ecritematoso generalizado (LEG). La
mayorifa de estos trabajos han tratado de identifi-
car alteraciones de la inmunorregulacién en las
células de estos pacientes. Esta enfermedad
autoinmune se caracteriza por presentar
alteraciones en el niimero y funciones de las cé-
lulas T inmunorreguladoras con activacion
policlonal de las células B y la resultante produc-
cién de numerosos autoanticuerpos (1-3). Los
linfocitos T juegan un papel importante en la
patogenia de ésta y otras enfermedades
autoinmunes. Los principales hallazgos que sus-
tentan este concepto son: la alta frecuencia con
que se observa linfopenia T (a expensas princi-
palmente de las subpoblaciones CD4*y CD45*),la
cinética anormal en la reacciéon mixta linfocitaria
autdloga, los diferentes defectos en las funciones
supresoras, tanto en su fase inductora como
efectora, las anormalidades en la expresién de
moléculas de activacion T celular y las diferen-
tes alteraciones en la expresion de citocinas(4-
6).

Hay al menos tres posibles explicaciones para
esta gama de alteraciones observadas en las célu-
las T de pacientes con LEG: 1) La existencia de
seftales inhibitorias provenientes de células
supresoras, 2) Unaalteracion de la regulacién que
proveen las citocinas, en particular aquellas rela-
cinnadas con eventos tempranos de los mecanis-
mos de activacion celular. 3) La permanente acti-
vacion de células T, desencadcnando un estado
“exanime” o de cansancio celular, como fue des-
crito por Huang y colaboradores (7-9). Algunos
de estos cambios pucden ser atribufdos a una dis-
minucién en la actividad de la interleuquina 2
(1L.-2) que en el LEG parece constituir una im-
portante alteracion de la inmunorregulacion (7-
12).La expresion de citocinas na sido el objetivo
de numerosos estudios desde 1982, en que nues-
tro grupo y otros informaron que las células

mononucleares de sangre periférica de pacientes
con LEG eran deficientes en la produccién de, y
en [a respuesta a, Interleuquina 2 .

Aunque nu se conoce la causa de esta anor-
malidad, se han plantcado varios mecanismos para
su explicacién: a) un defecto primario de las cé-
lulas CD4, b) una accién supresora de la activi-
dad de IL-2 por las células CD8 6 por anticuerpos
especificos contra 1L-2, ¢) el cansancio de las
células T resultante de su continua activacion in
vivo y d) un defecto de otras citocinas que parti-
cipan cn la activacion de las células T (7-12).

LalL-2 es una citocina sintetizada y secretada
por las células T una vez activadas mediante
antigenos ¢ mitdgenos, en presencia de otro me-
diador derivado de monocitos, la IL-1. /n vitro,
la 11.-2 favorece ¢l mantenimiento a largo plazo
de células T con funciones de ayuda y con activi-
dad citotéxica y potencia la funcidn citotdxica
natural. La [L-2 se ha caracterizado
bioquimicamente, habiéndose logrado su
clonacion molecular. Se sabe que esta codificada
por un solo gene, situado ¢n el cromosoma 4 hu-
mano (13). Actiia ademds sobre otras células del
sistema inmune como: timocitos inmaduros,
linfocitos B, macréfagos, células NK, células
LAK y oligodendrocitos, lo que sugiere su parti-
cipacién en la regulacién del sistema nervioso
central,

Para ¢jercer sus efectos bioldgicos, Ia 1L-2
debe interactuar con receptores membranales de
alta afinidad, presentes en mayor o menor canti-
dad en las células antes mencionadas. Los recep-
tores de IL-2 (rIL-2) se encuentran en 3 formas,
dependiendo de su capacidad de union a la IL-2:
de alta, intermedia y baja afinidad, con constan-
tes ue asociacion respectivas de 10°M'M, 10°M y
10*M. Estd formado por 3 cadenas: la alfa (6
antigeno TAC,p55) que constituye la forma de
baja afinidad y que no participa en el proceso de
internalizacion de IL-2 ni en los cventos de
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8 IL-2 en Lupus Eritematoso Generalizado

“transduccion” a menos que se asocie con otro
componente de la membrana linfocitaria, identi-
ficado como la cadena beta (p70-75) (13-14).Esta
cadena por si misma constituye la forma de afi-
nidad intermedia y, al asociarse con la cadena alfa
conforma ¢l receptor de alta afinidad para 1L-2,
Al aislarse recientemente el DNA complementa-
rio para la cadena beta, se conocid que la estruc-
tura primaria de esta molcécula no tiene homologia
aparente con ningln otro receptor celular. A di-
ferencia de la cadena alfa, tiene una region
citopldsmica extensa en la que descansan los do-
minios que se cncargan de la sefales
intracclulares y de transduccion. Una tercer
subunidad, la cadenayfue identificada hace unos
meses por investigadores japoneses (15) quienes
mostraron que es un componente indispensable
del receptor funcional de IL-2 (Figura 1).

Por otro lado, se ha descrito una serie de
moléculas llamadas de activacion, que se expre-
san en diferentes fases del ciclo celular linfo-
citario. Algunas de ellas se han estudiado en san-

Cadena - o
(p55)

Cadena - 3

gre periférica de pacientes con lupus habiéndose
encontrado que su expresion esti en relacion in-
versa con la capacidad celular de producir 11.-2
(16-17), lo que apoya el concepto de activacion
in vivo de los linfocitos T de pacientes con lupus,
CD28 (PM 45 KDa), otra de estas moléculas, se
expresa como homodimero en la mayorifa de las
células T, ELAg CD28 funciona como regulador
de la activacion, interviene en la transcripeion
genética de varias citocinas y en la estabilizacion
del RNAN que las codifica. El agregar mAc anti-
CD28 a células T previamente activadas a traves
de su receptor antigénico, aumenta en forma im-
portante ¢l RNA mensajero y la secrecién de di-
versas citocinas, i.e., la IL-2, factor de necrosis
tumoral «, factor estimulante de colonias,
interferon-y (1FN-v), y linfotoxina (18). Se ha pro-
puesto que la participacion de CD28 resulta cn
una mayor secrecion de citocinas debido a que
estabiliza sus transcritos e incrementa la sintesis
de éstos, con lo cual la produccion de citocinas
se torna de autdcrina en pardcrina (19).

(p70-75)

Figura 1. Representacion esquematica del recepetor de IL.-2.
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Las células T de ayuda CD4+ humanas y
murinas se han dividido en sub-poblaciones me-
diante la expresion diferencial de los antigenos
de superficic CD45RA (PM 220 KDa) y
CD45RO (PM 180 KDa). La expresién de estos
antigenos es, por lo general, mutuamente
excluyente y las células T CD4+ CD45RA +/RO-
corresponden a las células “virgenes”, las que,
después de activacidn, dan origen a las células T
CD4+ CD45RA-/RO+, que corresponden a las

O
v
& /
“r \ /\ V24
IRy
=4 7 N
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N V7 \IL-5
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IL-4 \L 3 IL-4
IL-10

> TNF

células de “memoria”. Estas sub-poblaciones no
se han podido relacionar completamente con las
definidas como de ayuda | y 2 (Thl y Th2) de
acuerdo a su produccidn de citocinas, ya que
ambas producen perfiles muy similares en con-
diciones normales, aunque podrian diferenciarse
en la forma como ayudan a las células B para la
produccién de anticuerpos y en su potencial
citolitico, aunque ésto ha sido poco estudiado (20-
24). (Figura 2).

IF - > CTML

V
IL-4 ——-9»IgM IgG ——> AcS
.___)..._a.

Figura 2. Red de inmuno-regulacién.,
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10 IL-2 en Lupus Eritematoso Generalizado

Algunos estudios muestran que en {os pacien-
tes con LEG, las células T CD4+ CD45SRA-/RO+
se encuentran aumentadas y las CD4+ CD45RA+/
RO- disminuidas, al compararlas con las células
CD4+ de individuos con otras enfermedades
autoinmunes y de sujetos sanos, y que estas
alteraciones correlacionan con la actividad de la
enfermedad. Sin embargo, en estas publicacio-
nes no se menciona la produccién de citocinas
por dichas sub-poblaciones (25-26).

Aun no se ha definido con claridad cual
subpoblacion es la responsable de la deficiencia
de IL-2 y tampoco cual cs la que produce 1L-4,
aunque hay estudios de su mayor produccion por
células T de pacientes con LEG y de ratones con
lupus (27-29).

Por lo tanto, estos se convirticron en otros
objetivos de nuestro estudio.

Recientemente se encontrd que la produccién
de [L-2 y la eficiencia de los rlL-2 de células de
pacientes con LEG pueden mejorarse in vitro al
cultivarse en presencia de un inmunomodulador
sintético (30). Sin embargo, no se conoce cual es
el comportamiento de estos defectos a través del
tiempo, sus modificaciones con el tratamiento a
base de corticoesteroides y/o inmunosupresores,
su relacion con el estado de actividad clinica asi
como su interaccién con otras citocinas,

Para tratar de responder algunas de estas pre-
guntas analizamos en detalle durante los ultimus
3 aflos algunos pardmetros que estiman la activi-
dad de IL-2 en células de sangre periférica de
pacientes con LEG. Con fines de esta tesis pre-
sentaré tres grupos de experimentos: i. seguimien-
to longitudinal del estudio de IL-2, ii. participa-
cién de CD28 en la produccion de IL-2. iii, and-
lisis de las subpoblaciones T CD45 en la pro-
duccion de 1L-2 y de 1L-4,
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MATERIAL Y METODOS

En total se estudiaron 76 pacientes con diag-
ndstico de lupus eritematoso generalizado que
cumplian al menos cuatrode los criterios estable-
cidos por el Colegio Americano de Reumatolo-
gia (antes Asociacién Americana de Reumatolo-
gia). (31) Todas fueron mujeres, con edad pro-
medio de 34.4 aios (limites de 18-54). Al entrar
al estudio, ningun paciente recibfa tratamienntoa
base de antiinflamatorios no esteroideos,
corticosteroides o inmunosupresores.

Estudiamos en forma longitudinal 30 pacien-
tes con edad promedio de 38.3 aitos (de 22 a 54).
En 18 de los pacientes la efermedad se encontré
activa y requerfan tratamiento; sin cmbargo. los
estudiamos antes de iniciarlo. En el resto, la en-
fermedad estaba inactiva, al menos en los 12
meses previos al estudio.

Los pacientes fueron valorados al inicio, al
mes, a los dos, seis, 12 y 24 meses. En cada oca-
sién se obtuvo sangre venosa periférica (60-80
ml) y se evalud su actividad clinica en base a una
escala de 32 puntos de acucrdo al indice Mex-
SLEDAI (32).

Los testigos fueron 12 voluntarias sanas con
promedio de edad de 38.7 ailos y con limites de
22 a 50 aflos, que sc estudiaron a los mismos in-
tervalos de tiempo.

Separacion de las células

|.as células mononucleares (CMN), se obtu-
vieron por gradientes de Ficoll-Hypaque y fue-
ron resuspendidas en medio de cultivo RPMI-
1640 suplementado con 5% de sucro bovino fetal
(SBF Gibco, Grand Island, NY). Las células
adherentes se obtuvicron después de su cultivo
durante 2 horas en cajas de Petri y colectadas
mediante un pipeteo vigoroso. Las células T se
separaron por roscteo de las células no adherentes
con eritrocitos de carnero, de acuerdo a técnicas
previamente publicadas (6,30). La poblacion de
células T contenia mas de 94% de células CD3+,

estimado mediante inmunofluorescencia indirec-
ta conel mAc anti CD3 (Beckton Dickinson, San
Jose, CA).

Obtencidn de las subpoblaciones
T CD45R0O+ y CD45RO-

Se realizd mediante “pegamiento™ al
anticuerpo especifico: Se diluyé el anticuerpo
anti-lgG de raton (SIGMA) a 10 pg/mL en Tris-
C10.05 M y pH 9.5, Sc aftadieron [0 mL a una
cajade Petri y se incubd durante 40 min a tempe-
ratura ambiente 6 24 horas a 4°C, Dos a 3 x 10/
células T se resuspendieron en una solucién de
anticuerpo monoclonal anti-CD45RO (DAKO.
AMAC) a una concentracion de [0 pg/mL. Se
incubd la suspensidn celular en hielo por 30 min
y mientras tanto se retird el anticuerpo anti-raton
no unido a la placa. Esta se lavd 3 veces afadien-
do 10 mL de PBS con 5% de SBF. Las células T
se afadieron en |0 mL de PBS-SBF §%.
incubdndose por 60 minutos a 4°C. Las células
no-adherentes se recolectaron pipeteando suave-
mente el fluido de la placa. lavdndola con [0 mL
de PBS-SBIF 5% (4°C). Sc examind la placa al
microscopio invertido hasta haber lavado todas
las células no-adherentes. Las células adherentes
se obtuvieron afadiendo de 10 mL de PBS-SBF
1% (15-20°C) y raspando con espdtula. El lava-
do se repitié de 2 a 3 veces o hasta que no se
observaran mas células al microscopio invertido.
Ambas subpoblaciones se resuspendieron en
RPMI libre de suero, se contaron y se determiné
viabilidad por exclusion con azul tripan.

l.as subpoblaciones T CD45RO+ v
CD45RO- se cultivaron durante 48 h en presen-
cia o ausencia de PHA (2 ug/ul.) 6 de anti-CD3
inmovilizado (1 pg/uL). Los sobrenadantes ob-
tenidos se congelaron a -70°C hasta ser probados
en su contenido de 11.-2 e [1.-4 mediante el
bioensayo especifico.

- o oo
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12 1L-2 en Lupus Eritematoso Generalizado

Produccion de IL-2

Las células T normales y las de los pacientes
con lupus se incubaron con 2 ug/ml de
fitohemaglutinina (PHA,Sigma Chemicals, St
Louis, Mo, USA). Después de 3 hrs de incubacidn
en medio completo, (MC, RPMI-1640 suplemen-
tado con 5% de SBF.100 mg de estreptomicina,
100 U/ml de penicilina y 2mM L-glutamina), las
células se lavaron 2 veces y se resuspendieron en
un volumen original de MC. Despuéds de 48 hrs
cn cultivo, las células se sedimentaron por
centrifugacion y los sobrenadantes se filtraron
(0.22 pm Millex filters (Millipore Corp., Bedford,
MA) y se almacenaron a -70°C hasta el momento
de ser probados.

En algunos experimentos. para estudiar el
efecto de anti-CD28, las células se activaron con
anti-CD3 inmovilizado en el pozo de cultivo (0.5
pug/ul) y cultivadas en presencia o ausencia del
mAc anti-CD28, 9.3 (dilucién /1000 de ascitis).
L.os Ac se usaron a diluciones 6ptimas de ascitis
para la deteccion de proliferacién celular, la que
se midi6 por medio de incorporacion de timidina
marcada, en ensayos estandarizadosalos 2,4y 6
dias de cultivo. Para la produccién de citocinas
se cosecharon los sobrenadantes a las 48 hrs de
cultivo.

Produccion de IL-1

l.as células adherentes (2 x 107/ml) se incu-
baron durante 20 hrs en presencia o ausencia de
20 ng/ml de lipopolisacérido libre de endotoxinas
(LPS. donado gentilmente por G.Moller, Univer-
sidad de Estocolmo, Suecia). Los sobrenadantes
s¢ obtuvieron por centrifugacion, se filtraron y
congelaron a -70°C hasta el momento de ser en-
sayados.

Ensayo para probar la
actividad de IL-2

Laactividad de la IL-2 se midié mediante un
ensayo de proliferacion con una linea celular
murina dependiente de IL-2 (CTLL-2). La acti-
vidad fue calculada por andlisis estadistico usan-
do como referencia una preparacion recombinante

de 1L-2 humana obtenida de Cetus Corp.,
Emeryville, CA (33).

Ensayo para probar la
actividad de IL-4

La concentracion de 1L.-4 se determiné por
bioensayo, utilizando la linea celular HT-2 como
fue descrito por Mosmann y cols (34). Se incu-
baron diluciones seriadas de los sobrenadantes
de los cultivos celulares con § x 10° ¢élulas HT-
2 por pozo, en un volumen final de 100 pL
(microplacas de cultivo Falcon 3072) durante 24
horas. Durante las ultimas 8 horas del cultivo.
fueron marcadas con timidina tritiada, cosecha-
das y transferidas a papel para contarse en un
contador beta. Los resultados se expresaron ¢n
unidades, de acuerdo a su comparacion con cur-
vas estandar obtenidas del cultivo en presencia
de 1L.-4 recombinante (rIL-4. Genzyme, Boston,
MA). Una unidad de cada interleuquina se defi-
nio como la cantidad necesaria para hacer proli-
ferar al 50% de las células HT-2 La
monoespecificidad del bioensayo se logrd neu-
tralizando las actividades de IL-2 e IL-4 con Acm
anti-1L-2 (S4B6, Genzyme, Boston. MA) y Acm
anti-1L-4 (11B11. Genzyme, Boston. MA).

Ensayo para probar la actividad
de IL-1

Se realizd mediante un ensayo enzimdtico
especifico para IL-| alfa (ELISA) obtenido co-
mercialmente de la casa Endogen, Boston MA

Expresion de receptores
para IL-2

f.as células T (Ix107 /ml) fueron activadas
durante 3-6 dias con 2 ug/ml de PHA. Las célu-
las activadas se dividieron en dos alicuotas: en la
primera, se incubaron 1 x 10° células en un vo-
lumen total de 200 pi en placas de microcultivo
con dijuciones seriadas de [L.-2 recombinante
(Genzyme Corp., Boston Mass.). Las respuestas
proliferativas después de 36 hrs de cultivo se
midieron por incorporacién de timidina tritiada
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(3HTdr) como ya fue descrito (6,30). La segun-
da alicuota fue utilizada para experimentos por
citometria de flujo: un millon de células fueron
incubadas con 100 p} de una dilucion 1/100 de
anticuerpo monaclonal anti-CD25 (donado por
el Dr.T.Waldmann, NIH, USA), por 30 mina 4°C.
Las células fueron lavadas tres veces con MC frio;
la fraccidn F(ab’)2 del anticuerpo anti Ig G de
raton, conjugada con isotiocianato de fluoresceina
(Sigma Chemicals, St Louis, Mo, USA) se utili-
z6 como anticuerpo revelador durante 30 min a
4°C. Las células sc analizaron en un citometro de
flujo (FACScan, Becton Dickinson) equipado con
una fuente de luz argon laser y el paquete de and-
lisis consort 30; se contaron 10 000 eventos ¢n
cada muestra celular.,

Tratamiento con pronasa

El ensayo fue realizado esencialmente como
lo describieron Robb y Rusk (35) y como lo pu-
blicamos posteriormente (30). Estudios previos
en nuestro laboratorio han mostrado una equiva-
lencia de estas células post-tratamicnto con
pronasa y los receptores de aita afinida para 1L.-
2, por lo que apartir de este momento las consi-
deramos como tales.

Absorcion de IL-2

La capacidad de las células T, previamente
activadas con mitogeno, para absorber una fuen-
te exdgena de 11.-2 recombinante se realizé de
acuerdo al método previamente descrito (30). En
breve, 2 X 107 células se incubaron durante §
hrs a 37 °C con 100 U de 11.-2 recombinante. Al
cabo de este tiempo,las células se centrifugaron
y los sobrenadantes se ensayaron en su actividad
residual de 11.-2, expresdndose ¢l porcentaje de
cambio.

Purificacion de RNA

El RNA se purifico siguicndo el método de
Chomczynski (36) y de acuerdo a los detalles
recientemente publicados(37).

Transcriptasa Reversa

Los niveles de RNA para citocinas fueron
estudiados por transcriptasa reversa en presencia
de oligo [d(T)16]}(GIBCO-BRL) como iniciador.
El mRNA para la f-actina se utilizé como con-
trol interno. En todos los casos se tomaron 2ug
de RNA total en 0.025ml de agua tratada con
dietilpirocarbonato y se mezclaron con 0.3ug de
oligo [d(T)16]. La mezcla se calenté a 70°C por
5 minutos, se enfrid y posteriormente se agrega-
ron 50U de transcriptasa reversa del virus de la
leucemia murina Moloney (GIBCO-BRL) y 0.5M
de cada uno de los cuatro deoxinucieétidos
trifosfato (GIBCO-BRL). La reaccién de
transcriptasa reversa se llevd a cabo mediante
incubacion por 60 minutos a 42°C seguida de §
minutos a 95°C en un ciclador térmico (Perkin-
Elmer Corporation, Norwalk, CT, EUA).

Reaccion en cadena de

la polimerasa

Para la amplificacién del cDNA abtenido
mediante transcriptasa reversa por la reaccién en
cadena de la polimerasa, se mezclaron 10ul de
cDNA con 0.5ug de oligonucledtidos sentido y
antisentido para las distintas citocinas, 0.5M de
deoxinucledtidos trifosfato y 2U de Taq DNA
polimerasa (Perkin-Elmer). La amplificacion se
llevo a cabo mediante un ciclo a 94°C por 5 mi-
nutos, 55°C por minuto y 72°C por un minuto,
seguido de 28 ciclos a 94°C por un minuto, 55°C
por un minuto y 72°C por S minutos, todo esto en
el ciclador térmico programado. Los productos
amplificados se corrieron en clectroforesis en un
gel de agarosa al 2% en presencia de bromuro de
ctidio. Los geles fucron fotografiados en un
transiluminador de luz ultravioleta con pelicula
Polaroid 667.

UV AU

- o

—— - m— - -
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ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizé el paquete de computacién de SAS
(SAS Institute, Cary NC). El andlisis de los datos
y sumanejo se realizéd mediante los procedimien-
tos NPARI WAY y FREQ de este sistema (1988).
Las pruebas de t para 2 muestras y la U de Mann-
Whitney fueron utilizadas para comparar los di-
ferentes grupos. Valores de p menores a 0.05 se
tomaron como significativos,
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RESULTADOS

Eswao .Long'tUdmal _ . hospital por cambio de domicilio a los 6 meses y
Veinticinco de los 30 pacientes fucron se-  Jos otros 2 al afo de iniciado el estudio.

guidos durante 24 meses; 3 dejaron de asistir al L
En la tabla 1 se presentan las 7 mediciones

Tabla 1. Mediciones basales de los pacientes con lupus inactivo (1-12) y activo
(13-30) y el promedio del grupo control,

1L-2 R.IL-2 % ABS PROD. IL-1
Pac, PROD RESP CD25 pPRON % BASAL LPS
(U/mL) (pg/mL)
1 64 18415 28 5 32 120 610
2 18 14689 38 10 28 50 270
3 50 20462 40 B 38 40 650
4 88 20619 41 7 36 170 490
5 86 21416 40 6 50 120 670
6 52 18041 26 9 32 60 240
7 76 12415 34 6 41 60 690
B 53 15318 19 3 26 100 600
9 74 19615 28 4 31 60 3156
10 39 16230 34 6 24 80 690
11 60 16420 42 10 30 40 750
12 103 15438 52 B 39 70 640
13 33 14671 42 7 26 400 830
14 42 4809 10 0 14 350 770
15 19 5816 14 1 18 a7s 650
16 36 10418 21 1 10 310 735
17 48 16001 28 1 18 265 730
18 30 9415 24 0 20 240 790
19 28 11040 32 2 22 180 675
20 18 5361 19 1 11 300 690
21 38 6218 16 2 10 280 520
22 44 14980 32 3 24 140 800
23 28 16004 32 2 24 350 B90
24 14 8231 16 2 10 450 880
2 i8 B260 30 2 12 360 550
26 18 14659 38 10 28 360 480
27 25 8387 24 0 14 180 650
28 32 11460 18 2 16 300 840
29 28 9410 16 1 10 280 670
30 36 10245 20 2 18 320 780
TESTIGOS (n=12)
IO S S I B I
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basales para cada uno de los pacientes y ¢l pro-
medio y desviacién estandar del grupo control.
Tomando como base de comparacidn el interva-
lo de confianza del 95% del grupo testigo, para
cada una de las mediciones estudiadas, se encon-
tré que todos los pacientes, a excepcién de 1 (el
no. 4, inactivo) tuvieron al menos una prueba por
debajo del lfmite inferior de dicho intervalo. El
promedio de mediciones anormales fue mayor en
el grupo de pacientes con LEG activo (6.4 £ 0.9)
que en ¢l de pacientes con LEG inactivo (3.5 +
1.1).

De las siete mediciones estudiadas, cinco (la
deficiente producciéon de IL-2, la expresion
disminufda de receptores de alta afinidad, la po-
bre capacidad de absorcion de 11.-2, la mayor pro-
duccién basal de IL-1 y la baja produccion ante
el estimulo con LPS) correlacionaron significa-
tivamente con la actividad de [a enfermedad (to-
das con p< 0.01). (Figura 3)

L.a evolucidn clinica de los pacientes fue ha-
cia la mejorfa. Como puede verse en la figura 4,
los pacientes con Iupus activo mostraron una dis-
minucidn progresiva del nimero de mediciones
inmunolégicas anormales, hasta llegar en prome-
dio a 1.6 £ 1.0 al término del estudio. En los pa-
cientes con lupus inactivo también disminuyé ¢l
nimero de estas mediciones anormales, aunque
ocasionalmente se observaron oscilaciones entre
2 ¥ 3 mediciones alteradas.

En la figura 5 se presenta la evolucion que
tuvieron las diferentes pruebas inmunolégicas a
lo largo del estudio. Se muestra el nimero de pa-
cientes de cada grupo que estuvicron por fuera
del limite de confianza del 95% del grupo nor-
mal,

Normalizacion de las mediciones

Se considerd que una medicidn se habla nor-
malizado cuando no mostraba una diferencia sig-
nificativa con los valores del grupo control, para
lo cual se utilizé el intervalo de confianzadel 95%
6 ¢l valordet,

En los pacientes con lupus activo la pobre
respuesta proliferativa de las células T y la pro-
duccion deficiente de IL-1 inducida por LPS se
corrigieron al cabo de 6 meses de tratamiento; al
aiio lo hizo la produccién espontanca de [L-1,
mientras que la expresion de receptores de 1L-2
de alta afinidad (i.c. post tratamiento con pronasa)
lo hizo a los 18 meses y la deficiente produccién
de IL-2 a los 2 afos. La pobre capacidad de ab-
sorber IL-2 por las células T de los pacientes per-
sistid atun despuds de 2 afios, pese a remision cli-
nica (Figs 5). La tendencia a la recuperacion de
cstos pardmetros fue mas lenta en los pacientes
con lupus activo, al compararse con lo observa-
do en los pacientes en que al inicio del estudio
estaban en remision.

Efecto del tratamiento

Fn nueve pacientes se pudo evaluar el efecto
de los antiinflamatorios no esteroideos (AINES)
sobre ¢l comportamiento de las mediciones
inmunoldgicas. Se encontrd un aumento signifi-
cativo en la produccién de IL-2 y en fa respuesta
proliferativa a IL.-2 al cabo de 3 meses de estarlos
tomando.

En la tabla 2 se aprecia que tanto dosis ba-
jas como dosis altas de prednisona mejoraron la
absorcion de 1L-2 in vitro. El mayor incremento
en la produccién de [L-2 y de IL-] ante el esti-
mulo con LPS lo observamos con dosis interme-
dias (20-45 mgs) . Con dosis mayores de PDN se
observo una disminucion en la produccién espon-
tdnea de IL-1 , aumento en la capacidad de ab-
sorber I1.-2 y reduccién importante de la produc-
cidn espontanea de IL-1.

En 9 de 14 pacientes que recibicron pulsos
intravenosos de ciclofosfamida, se observé me-
joria en 6 dc los 7 pardmetros evaluados.
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Figura 3. Correlacion entre la actividad clinica: eje de las x, MEX-SLEDALI y los
resultados de cada una de las determinaciones. A) Produccion de IL.-2, B) Respuesta
Proliferativa, C) Receptores de 11L.-2 (Baja Afinidad), D) Receptores de 11.-2 (Alta
Afinidad), E) Absorcion de 112, FF) Produccion Espontanea de 11.-1, G) Produccion

de IL-1 (LPS).
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Efecto de CD28 sobre la

produccion de IL-2

En la figura 6 se observa que la produccién
de IL-2 por los linfocitos de pacientes con LEG
bajo el estimulo in vitro con anticuerpo anti-CD3,
fue menor que la obtenida de los linfocitos de
sujetos sanos. En los pacientes con la enferme-
dad activa esta deficiencia fue mas pronunciada.

Figura 4, Promedio de mediciones anormales +
E.E., que tuvieron los pacientes en los diferentes
tiempos, expresados en meses (cje de las x)

No. DE MEDICIONES ANORMALES
n

0]
v

A 1 -l !

LEG INACTIVO
LEG ACTIVO

i 1 L

d

BASAL1

2 6

12 18 24

Tabla 2. Efecto de los diferentes medicamentos sobre las mediciones inmunologicas.

1L-2 PRODUC, IL-1

PROD RESP %CD2S %ALTA  AF.ABSCRC.  BASAL LPS
AINES
No.Pac. 5/9 6/9 6/9 4/9 9/9 6/9 5/9
x+EE 251+12 7+3 5+1 412 812 6120 . 180156
Prednisona (0-20 mg)
No.Pac. 6/13 7/13 8/13 6/13 7/13 7/13 5/13
X+ E.E. 1113 3+1 5+4 2+0.4 9+1 69+20  152+37
Prednisona (20-50 mg)
No, Pac. 10/13 5/13 10/13 9/13 9/13 9/13 7113
x+EE  13x2 8+2 8+1 4+0.7 812 7122 3791103
Prednisona (>50 mg)
No.Pac. 8/11 6/11 7711 8/11 5/11 3/11 10/11
Xz E.E. 1313 441 9+2 2+0.7 81 167+34 288151
D. Citotoxicas (0-50 mmg)
No. Pac. 9/1 6/11 10/11 8/ 8/11 7/11 8/11
XxzEE. 10:2 31 2+1 3x0.7 10+2 91144 249156
D. Citotdxicas (>50 mg)
No. Pac. 23/28 17/28 18/28 18/28 20/28 13/28 16/28
XxxEE. 1823 4+0.8 61 3+0.5 8+1 76+22 364158
Ciclofosfamida 1.V. s
No. Pac. 6/14 7114 8/14 6/1414 7/14 7/14 5/14
Xxz+EE. 14z4 5+1 1042 3+0.7 812 64+15 342+93
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afinidad (simbolos llenos) y de baja afinidad; d) capacidad para absorber [L-2; ¢) produccidén de

IL-1, esponténea (simbolos llenos) y con LPS.

Se observd un incremento en la secrecion
de 1L.-2 en todos los casos al coestimular con el
Ac anti-CD28. En la misma figura se aprecia que
el incremento en la secrecion de 11.-2 al cultivar
las células en presencia de anti-CID28, fue mayor
en las células de pacientes con lupus activo. En

promedio, hubo aumento significativo (p <0.01)
en la produccién de IL-2 al comparar los niveles
de produccion con anti CD3 y aquellos obteni-
dos con la adicién de anti CD28. Los linfocitos
de pacientes con enfermedad activa presentaron
un incremento dei 81% en Ia produccion de 1L-2

- e o smc——
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Figura 6. Efecto de anti-CD28 sobre la produccion de 1L.-2

al cultivarse con anti-CD28, 48 % en los pacien-
tes con lupus inactivo y 40 % en las células de

individuos normales.

Subpoblaciones de células T

Los porcentajes y las cifras absolutas de las
subpoblaciones CD4+, CD8+, CD45RO+ y
CD45RO- de las células T de los pacientes con
lupus y de los controles, pueden observarse en la

figura 7.

Las cifras porcentuales fueron semejantes
entre ambos grupos, sin embargo, al considerar-
se los nimeros absolutos, hubo una disminucién
significativa (p < 0.01 en todos los casos) en las

células CD4+, CD45RO+ y CD45RO- de los pa-
cientes con LEG, al compararse con los testigos.
Al dividirlos de acuerdo a su actividad clinica,
los pacientes con enfermedad activa tuvieron las
cifras mis bajas.

Produccion de IL-2 por las

subpoblaciones de células T

En la figura 8 se observan los niveles de
fL-2 (U/mL) obtenidos cn los sobrenadantes de
dichos cultivos, mientras que en la figura 9 se pre-
sentan las mediciones de 1L-4 obtenidas en las
mismas muestras.

e ..
i
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En condiciones basales (i.c. sin estimulo) no
se observé produccion de l1.-2 en ninguna de los
sobrenadantes. En los pacientes con LEG, la pro-
duccion de 1L.-2 en células T estimuladas por PHA
¢ por anti-CD3 fue significativamente menora la
observada en las células T de los testigos (32.4
7.9 U/mL en las CD45RO+ del grupo total de
ILEG estimuladas con PHA vy 37.14+ 8.9 U/ml.en
las estimuladas con anti-CD3 contra 62.7 + 4.2
U/mL y 65.3 + 7.0 U/ml en las CD45RO+ de
controles estimuladas con PHA y anti-CD3 res-
pectivamente (p < 0.01 en ambas condiciones),
Esta diferencia fue mds marcada en los pacientes
con lupus activo que ¢n los pacientes con lupus
inactivo, como se aprecia en la figura 8,

Al igual que las células T CD45RO+, las
células CD45RO- estimuladas de los pacientes
produjeron menos 1L.-2 que las células T de los
testigos y la disminucion también correlaciond
con la actividad clfnica de los pacientes.

Produccion de IL-4 por las

subpoblaciones de células T

Las células T CN45RO+ del grupo total de
pacientes con LEG produjeron de manera espon-
tdnea significativamente mas 1L.-4 que las células
CD45RO+ de los testigos (6.7. £ 3.1 U/mL, vs
0.53 £0.4 U/ml., p<0.001). Estadiferencia fuea
expensas de las células T CD45RO+ de los pa-
cientes activos, ya que éstos produjeron
significativamente mas IL-4 que las células T
CD45R0O+ de los pacientes inactivos (9.1 £ 3.0
U/mL contra 4.5 + 0.9 U/mL, p<0.01).

Las células T CD45RO+ estimuladas con
PHA, de los pacientes con lupus activo, produje-
ron significativamente menos 1L-4 que las de los
pacientes inactivos y que los testigos (22.5 7
U/mlL, 38.1 £ 7.5 U/mL y 38.5 + 6.7 U/mL res-
pectivamente, p<0.05). Las células T CD45RO+
estimuladas con anti-CD3 de los pacientes acti-
vos se comportaron de manera similar a las esti-
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Figura 7. Porcentajes y cifras absolutas de las subpoblacionies T de normales (A y D), pacientes
con LEG activo (B y D) y LEG inactivo (C y F)
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muladas con PHA (29.1 + 5.2 U/ml. contra 37.7

L.a produccion de |L-4 por las células T

+ 6 U/mL de los pacientes inactivos y 40.5+ 2 U/ CD45RO- fue similar entre las células del grupo
ml. de los testigos, p<0.05). No hubo diferencia  total de pacientes con LEG y las células de los
entre la produccion de IL-4 por las células T  testigos. No hubo diferencias en la actividad de
CD45RO+ estimuladas con PHA o conanti-CD3  IL-4 encontrada en los sobrenadantes de las cé-
de pacientes inactivos y de testigos (Figura 9). lulas de los tres grupos estudiados, tanto en con-
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Figura 8. Produccion de IL-2 (U/ml}) por las subpoblaciones T de controles (A), LEG activo (B) y

LEG inactivo (C).
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Figura 9. Produccién de 1L-4 (U/ml) por las subpoblaciones T de controles (A), LEG activo (B) y

LEG inactivo (C).
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diciones basales (2.2 + 2.8 U/mL en testigos, 2.5
+ | U/mL enJupus inactivo y 2.7+ 0.7 U/ml. en
lupus activo) como cuando se estimularon con
PHA (23.3 £ 2.3 U/mL en testigos, 24.5 = 3.3 W/
mL en lupus inactivoy 20.6 + 3.2 U/mL en lupus
activo) y cuando se cultivaron con anti-CD3 (28.9
+ 3.2 U/mL en testigos, 28.9 + 4.9 U/mL en lupus
inactivo y 26.1 £ 3.2 U/mL en lupus activo) (Fi-
gura 9).

Diferencias en la produccion de
IL-2 e IL-4 entre las células T

CD45R0O+ y CD45RO-

Las céluias T CD45RO- de los individuos
sanos produjeron més 11.-2 que Jas CD45RO+ al
estimularse in vitro, aunque la diferencia entre
las dos subpoblaciones solo fue significativa ante
el estimulo con PHA (73.6 £ 5.5 U/mL en
CD45RO-contra62.7 + 4.2 U/mL en CD45RO+,
p< 0,001). La produccidn de IL-2 fue similar en-
tre ambas subpoblaciones de células T (
CD45RO+ y CD45R0O-) en los pacientes con
fupus, activos e inactivos.

Por otra parte, las células T CD45RO- de
individuos normales al cultivarse en condiciones
basales, sin estimulo (i.e. sin estimuio) tuvieron
una pequeiia pero significativa (p<0.05) produc-
cion de 1L-4 al compararse con las c¢élulas T
CD45R0O+ (2.25+ 2.7 U/ml. contra 0.53 + 0.43
U/mL respectivamente. Sin embargo, al estimu-
larse, tanto con PHA como con anti-CD3, las cé-
lulas T CD45RO+ produjeron significativamente
mds [1.-4 que las CD45RO- (38.5 + 6.7 U/mk. en
CD45RO+ vs 23.3 £ 2.3 U/mL en CD45R0O- ¢en
las células estimuladas con PHA y 44.8 + 6.8 L/
ml en CD45RO+ vs 289 + 3.1
U/mL en CD45R0O- cuando se estimularon con
anti-CD3. p< 0.0} en ambos casos) .

En los pacientes con lupus inactivo las célu-
las T CD45RO+ produjeron significativamente
més 1L-4 que las CD45RO-, tanto espontinea-
mente (4.5 + 0.9 U/mL contra 1.9 £ 1.1 U/mL).
p < 0.01, como cuando fueron estimuladas con
PHA (38.1 + 7.5 U/ml contra 24.5 + 3.3 U/ml.),

p< 0.05. Bajo el estimulo con anti-CD3. aunque
la produccion de 1L-4 fue mayor en las células T
CD45RO+, la diferencia no resulté significativa.

En los pacientes con lupus activo se observé
que la produccién espontanca de IL-4 fue a ex-
pensas principalmente de las células T CD45RO+
(9.1 £ 3 U/mL), comparado con las células T
CD45RO- (2.7 £ 0.7 U/mL), p < 0.01). Al culti-
var con mitégenos, la produccion de 1L.-4 fue si-
milar en ambas subpoblaciones .

Expresion de mRNA de
IL-2 e |L-4 en CMN de

pacientes con LEG

Todos los RNA de las células de los indivi-
duos estudiados en estos experimentos mostra-
ron estar libres de DNA y proteinas contaminan-
tes (datos no mostrados). Como control interno
de transcripcion empleamos la -actina que es un
gen cuya expresion no varfa a traves del ciclo
celular y que lo hace en forma constitutiva  Asi-
mismo, lareaccién de transcriptasa reversa se lle-
v a cabo siempre con 2mg de RNA total

El mRNA para [L-1B, 11.-2¢ IL-4 fue iden-
tificado en CMN de 10 pacientes con LEG y en
10 individuos sanos (Tabla 3).

Tabla 3. Expresion de genes de citocinas en
células mononucleares de pacientes con lupus y
de sujetos sanos (n=10).

IL-1f  IL-2 IL4

LEG
+ 2 0 7
- 8 {0 3
TESTIGOS
+ l 0 0
- 9 0 10

Determinado por 1 reaccion de wranscriptasa reversa segui-
da de la reaccion en cadena de la polimerasa. Se considero
positivo a agquel producto amplificado que por densitometria

tuvo un valor mayor al obtenido con ¢l gen de 1a 3 actina,
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En 2 de los pacientes con lupus y en un indi-
viduo sano se encontrd la expresion de [1.-15,
mientras que en ninguna muestra se encontrd la
expresion in vivo de los genes para IL-2. Sin
embargo, en la mayoria de los pacientes con lupus
(7 de 10) hubo expresidn genética de 1L-4.

Al extender estos estudios a las
subpoblaciones CD45RO0, se encontrd expresion
det gene de IL-4 en las células CD45RO+ de 4
de 5 pacientes con lupus activo, no asi en las
CD45RO-de los mismos pacientes (Tabla 4).

Tabla 4. Expresion de genes de citocinas ¢n subpoblaciones T CD45R0 de
pitcientes con lupus eritematoso generalizado

[L-2 IL-4 IL-6 TNF IL-10
CD45RO+
+ ++ + + ++++
CD45RO-
+ + 4 t +

Experimentos realizados en 5 pacientes con lupus aclivo
Se considerd positivo a aquel producto amplificado que por densitomietriz tuvo un valor mayor al

obtenido con el gen de la P actina,

omed
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DISCUSION

Los resultados de este trabajo indican que
la evaluacion integral de IL-2 requicre de fa me-
dicién simultdnea de diferentes pardmetros tan-
to en la produccidn como en la respuesta a [L-2.
En el grupo total de pacientes estudiados sin con-
siderar su estado de actividad clinica, encontra-
mos una afeccion mas profunda en los pardimetros
quc miden la respuesta a 1L-2 que en la produc-
cion de esta citocina, La alteracién cuantitativa
y cualitativamente ¢s mayor cn los pacientes con
lupus activo, comparada con Ia de aquellos que
se encuentran en remision. Individualmente, la
cxpresién de receptores de alta afinidad para 1L.-2
y la capacidad de absorber este factor, fucron las
mediciones que mostraron mayor alteracion.

En diferentces trabajos sc ha discutido la re-
lacion de estas deficiencias con la actividad cli-
nica del lupus asi como con difcrentes tratamien-
tos médicos (7-12). Sin ecmbargo, cs dificil obte-
ner conclusiones debido a que la mayoria de cllos
mezclan pacientes inactivos y activos y con dife-
rentes esquemas de tratamiento, En este trabajo,
los pacientes no recibian ninglin medicamento
cuando se inicid ¢l cstudio. En estas condicioncs,
aqucllos con lupus activo tuvicron un mayor ni-
mero de mediciones anormales que los pacientes
inactivos.

La correccion de diferentes parimictros ocu-
rri6 cn distintos ticmpos: la pobrc respucsia
prolifcrativa de las células T y Ia produccion de-
ficiente de IL-1 inducida por LPS se corrigicron
al cabo dc scis meses de tratamiento; al aflo lo
hizo la produccién espontinca de IL-1, mientras
quc la expresidn de receptores de [L-2 de alta
afinidad lo hizo a los 18 mescs v la deficiente
produccién de IL.-2 hasta los 2 afos. La pobre
capacidad dc absorber 11.-2 por las células T de
los pacientes persistio aun despuds de 2 afios de
tratamicnto. Esto sugicre que Ia produccion de
IL-1 en sus dos modalidades tiene mecanismos
diferentes. uno mas libil al cfecto de los
csteroides v otro, ¢l generado tal vez in vivo, en

las células de los pacientes con lupus (y otras
cnfermedades autoinmunes) que responde mads
lentamente al tratamicnto con AINES y/o
corticosteroides. No conocemos cl significado de
estos hallazgos, pero sugiceren que en la produc-
cion de 1L-1 participan diversos factores regula-
dores de la respuesta inmune.

En la respuesta a 11.-2 participan numero-
sas variables y posiblemente las diferentes me-
diciones que realizamos en nucstro laboratorio
permitan identificar difcrentes grados dc afec-
cion de la célula T o de otras sefales atin no
conocidas. Se sabe que la expresion de la cadena
alfa del receptor de IL-2 (p55.Tac) no se acom-
pafia de cambios funcionales importantes en las
células T (38). Sélo cuando se expresa la cadena
beta y cn su interaccién con la p55, se acopla ¢
intcrnaliza la IL-2 y s¢ suceden las subsecuentes
sciiales intracelulares (39). Asi, la sola medicion
del porcentaje de células T que se uncn al Ag
CD25 no cs de gran ayuda, debido a la gran
heterogeneidad de su expresion. En nucstra ex-
periencia, fos receptores que resisten al trata-
micnio con pronasa son ¢n su mayoria los de
alta afinidad y, sumada a la capacidad dc absor-
ber IL-2 cxdgena, nos dan una mejor aprecia-
cion de la respuesta a IL-2 que los cnsayos de
prolifcracion,

La recuperacion de estas variables no fue
igual: a los 6 meses de tratamiento s¢ normalizo
Ia respucsta proliferativa a IL-2; a mediano plazo
lo hizo la expresion de receptores de alta afini-
dad, y la absorcion normal de IL-2 practicamente
no sc logré atin al cabo de 2 afos, apoyando la
nocion de que esta capacidad depende de varios
factores y que en el LEG parecen afectarse en
forma profunda.

La produccion de IL-2 per se es una seial
para la expresion de receptores de IL-2, por lo
que su deficiencia en las células T de pacicntes
con LEG scria otro factor del que depende la po-
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entre estos 2 fenémenos no sc conoce con preci-
sién, De igual manera, la IL-1 se considera un
requisito importante para la activacion de las cé-
lulas T, y es posible que la dicotomia observada
en su produccion por las células de pacientes con
LEG refleje la deficiencia de otros mecanismos
celulares ¢n estos pacientes, con capacidad de
regulacion sobre las células T o bien un defecto
celular no dependiente de 1L-1 (40).

La administracion aguda y de dosis altas de
corticoesteroides tanto en ratones, como en hu-
manos, modifica la actividad de la 1L-2 (41-42).
Sin embargo, en pacientes con lupus no se cono-
cen los efectos a dosis terapedticas de los AINES
y de los corticoesteroides. En nuestro estudio, a
lo largo de dos aflos, encontramos que ambos
medicamentos modifican la produccion y la res-
puesta a I1L.-2, En el caso de los AINES, de los
cuales con mayor frecuencia se utilizé la
indometacina, se vié una mejorfa significativa,
aunque no su normalizacion, en la produccion de
IL-2, y en la respuesta proliferativa de las células
T al cultivarlas con 1L-2 exégena,

La accién de los glucocorticoides sobre las
funciones inmunes es generalmente inmunosu-
presora. Se ha seflalado que inhiben la produc-
cion y la respuesta de citocinas y recientemente
se ha demostrado que inhiben la expresion
genética del RIL-2 y que induce receptores de
alta afinidad para IL.- I en linfocitos humanos (41~
42). Sin embargo, cstos experimentos se han lle-
vado a cabo in vitro y, de acuerdo a Rocha y co-
laboradores (43) son diferentes sus implicaciones
in vivo, donde la informacion cs escasa.

Ll hecho de que la prednisona tenga una ac-
cion dosis-efecto de mejorfa sobre los pardmetros
que miden la respuesta a 1L.-2 y que a dosis altas
s¢ haya observado aumento en la capacidad de
absorber 1L-2 asi como reduccién importante de
la produccién cspontdnea de 1L-1, sugiere que
diferentes células son blanco de su accién. Estu-
dios a mayor plazo y en una muestra mayor de
pacientes ayudardn a entender mejor estos meca-
nismos.

También mostramos que la molécula CD28
participa en los mecanismos de activacién
linfocitaria que conducen a la proliferacion de
linfocitos T y a la produccién de [L-2 por cstas
mismas células, en un sistema de estimulacién in
vitro con anti-CD3. Encontramos ademas, que los
linfocitos de sangre periférica de pacientes con
lupus ecritematoso generalizado al cultivarse en
presencia de este anticuerpo tienen una respuesta
diferente a la observada en células norme.es. Los
linfocitos T de pacientes con LEG respondicron
en forma dependiente de su estado de actividad
clinica, va que presentaron una hiper-reapuesta
en los ensayos de proliferacién y liberacion de
1L-2 cuando ademds de anti-CD3 se agregd anti-
CD?28. La posibilidad de que estas alteraciones
fucran debidas a un cambio numérico en la ex-
presion de CD28 en la superficie celular, pudiera
explicarse en algunos pacientes, principalmente
aquellos con enfermedad activa que en forma sig-
nificativa tuvieron un menor porcentaje de célu-
fas CD8 positivas para este antigeno de diferen-
ciacion.

En diferentes trabajos se ha demostrado que
este heterodimero regula la activacion de
linfocitos T, solo o en interaccién con su ligando
natural B7 expresado en diferentes células pre-
sentadoras de antigeno. Las sefiales que provee
CD28 se han llamado “secundarias” puesto que
en conjunto con otras vias de activacion llevan al
aumento en la produccién de citocinas y de la
respuesta proliferativa. La sefial coestimulatoria
transmitida por CD28 se observa en células pre-
viamente activadas mediante otras moléculas, ta-
les como RCT/CD3, CD2, o CDS, aunque no se
descarta que también participen moléculas como
ICAM-1, ya que rdpidamente aumenta la adhesion
celular T mediada por integrinas (44-45).

L.a nocién de que CD28 regula la respuesta
inmune, pero no la inicia es congruente con el
hecho de que su participacion se observa en célu-
las previamente activadas. Podria pensarse que
su expresién disminuida en linfocitos en pacien-
tes con LEG desregula la respuesta linfocitaria,
fo cual contribuirfa a la hiperrespuesta prolife-

+
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rativa y a la produccion de 11.-2 que se observo
en este trabajo al coestimular con anti-CD28.

Schwartz y colaboradores (46) han propues-
to que la presentacion antigénica en ausencia de
coestimulacion de las células T conduce a la
inactivacion funcional o anergia cional de céiu-
las T y/o a la muerte celular. Esta teoria propone
que los diversos caminos de cestimulacion T de-
terminen el que una célula permanezca activa, se
inactive o llegue a un estado de anergia. Aunque
no se conocen las bases moleculares de ¢sta
coestimulacian, se ha puesto gran atencion sobre
el papel de CD28 en ¢l desarrolio de anergia
clonal, debido a su papel central en fa regulacion
de produccion de citocinas, La coestimuiacion con
CD28 es parcialmente resistente a ciclosporina,
En un trabajo previo (47) clonamos una
subpoblacidn de linfocitos T de pacientes con
lupus, resistentes a ciclosporina, productora de
IL-3 y que en estudios recientes (datos no mos-
trados en este trabajo) encontramos que es
CD28+, Estas células estimulan la proliferacion
y la produccién de 11.-2 en célula T normales y
de pacientes con lupus, efecto que es igualmente
resistente a ciclosporina.

El papel in vivo de esta molécula (CD28) se
desconoce. En base a los resultados de
coestimulacion, se piensa que CD28 y su ligando
pudieran representar un nuevo blanco para
inmunointervencion, por cjemplo, ¢n pacientes
con enfermedades autoinmunes. La regulacidn de
las seflales disparadas por CD28 podria ser de
utilidad en aquellos casos en que se necesitara
frenar la produccion de autoanticuerpos, como ¢s
el caso del lupus, o bien regular la accion de
citocinas pro-inflamatorias.

En el dltimo grupo de experimentos, se en-
contraron diferencias en la distribucion de las
subpoblaciones de células T de pacientes con
LEG y ensu capacidad para producir 11.-2 ¢ 11.-4
al compararlas con lo obtenido de células T de
sujetos sanos.

En el grupo de pacientes con hipus s¢ en-
contrd disminucidén en el nimero absoluto de cd-

fufas T CD4+, CD4SRO+ y CDISRO-, disminu-
cion en fa produccion de t1.-2 tanto por las célu-
las T CD45RO+ como por las CD45RO-, pro-
duccién espontdnea de [L.-4 y disminucion en su
produccién bajo estimulo por las células
CD45RO+, Estos hallazgos guardaron relacion
con |a actividad de la enfermedad.

Las alteraciones en los numeros tanto relati-
vos como absolutos de lus subpoblaciones CD4+
y CD8+ en el lupus han sido seitaladas en varios
trabajos previos. En pacientes con compromiso
renal se ha descrito una disminucién en el nime-
ro de células T CD4+ circulantes, en relacion di-
recta con la presencia de anticuerpos anti-
linfocitos, dirigidos en particular contra la
subpoblacién CDJSRA+/RO- (2H4+), la cual
presenta una supuesta actividad inductora de su-
presion sobre las células B, lo que de alguna ma-
nera explica la activacion policlonal de estas cé-
lulas observada en el LEG (48). Estos resultados
no concuerdan con las observaciones realizadas
por Morimoto (26) y por Raziuddin (49), quie-
nes encontraron un aumento en el nimero de cé-
fulas T CD4+ en los pacientes, que correlaciona
con la actividad de la enfermedad, al compararlo
con ¢l nimero observado en individuos sanos o
que padecen artritis reumatoide. Aunque aceptan
la disminucion en las células T CD45RO- (2H4+)
debida a la presencia de auto-anticuerpos, estos
autores también muestran un aumento importan-
te ue la subpoblacién CD45RO+ (4B4, CD29+),
la que induce ayuda para la produccién de
anticuerpos. Estos cambios podrian tener un sig-
nificado patogénico: la disminucidn en la
subpoblacion CD45RA+/RO- durante las
exacerbaciones de la enfermedad, puede ser con-
secuencia de la activacion de las células “virge-
nes” (RA+/RO-) y su diferenciacion acelerada in
vivo a células de “memoria” (RA-/RO+),las que
pueden regular la produccion de auto-anticuerpos
por las células B,

n estudios previos realizados en nuestro
laboratorio, por Melendro y colaboradores (50)
y por Bakke (51) en 1983, se encontrd una dismi-
nucion en el porcentaje de células T CD8+ en los
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pacientes con LEG activo. Sin embargo, en ¢l
presente trabajo, el porcentaje de estas células fue
semejante en pacientes y testigos. La explicacion
de ello podria radicar en diferencias técnicas,
puesto que la medicion con citofluorometria de
flujo es mds sensible que la lectura al microsco-
pio de fluorescencia.

Los resultados de este estudio confirman una
vez mas numerosos informes sobre la produccion
disminuida de 11.-2 por las células T de los pa-
cientes con LEG, en estrecha relacion con su es-
tado de actividad clinica. No hubo diferencias
entre las células TCDA5RO+y CD45RO- eneste
defecto. La mayor produccién de 11.-2 por las
células T CD45RO- en los individuos sanos cs-
tudiados concuerda con lo publicado por Salmon
en 1989 (52) y por Swain y colaboradores (53)
en cuanto a que las células T CD45RA+RO- de
donadores sanos producen mis 11.-2 que las
CD45RA-/RO+. Esinteresante observar que esta
diferencia entre subpoblaciones desaparece en los
pacientes con LEG,

Una explicacién a esto podria ser que ¢l
antigeno de superficic CD45RA participe con
mayor eficiencia ¢n el estimulo para la produc-
cion de 1L-2 que ¢l CD4SRO a través de seilales
intracelulares que resultan en la activacion de
protein kinasa C, en conjunto con ¢l receptor de
las células Ty la molécula CD3 (54, 53); en con-
secuencia, la disminucion de la subpoblacion de
células T que posee esta moléeula Hevaria a a
disminucion en la produccion de 1L-2 por las c¢-
lulas T de estos pacientes.

Lascélulas T CD45RO+ de los pacientes con
LLEG produjeron esponténeamente 1L.-4, lo cual
no se encoptrd en tas células de los testigos. Esta
produccion espontdnea, por primera vez encon-
trada, fue mayor en los pacientes activos, Por otra
parte, una vez estimuladas in vitro, las células T
de los pacientes con lupus activo produjeron
menos 1L-4 que las de los pacientes inactivos y
que las de los testigos, mientras que la produc-
cion de 1L-4 por las células T CD45RO- fue si-
milar en pacientes y en testigos. En individuos

sanos v en pacientes con LEG inactivo se obser-
vo mayor produccion de 1L-4 por las células T
CD45RO- después de estimularlas con PHA y
anti-CD3. Estos resultados estdn de acuerdo con
lo estudiado previamente en sujetos sanos por
Salmon (52), quien encontré una mayor sefial del
RNA mensajero para 1L-4 en las células T
CD45RA-/RO+.

El papel de la IL-4 se ha estudiado en algu-
nos modelos murinos del lupus. Einratones MR1/
Ipr se ha encontrado una disminucion de la ex-
presion del RNAm especifico para esta molécu-
la, mientras que en células de ganglios linfaticos
de ratones C3H/lpr, se encontrdé mayor secrecion
de 11.-4 al estimularlas in vitro. Handwerger (27)
observé que los ratones Palmerston North, que
desarrollan una enfermedad parecida a lupus, tie-
nen en sus células de bazo una gran capacidad
para producir 11.-4 y que expresan RNAm de IL-
4 despuds de su estimulacion in virro. Estos rato-
nes tienen titulos altos de anticuerpos anti-DNA
de isotipo IgGl, lo que es consistente con el po-
sible pape!l de fa 1L.-4 en la hiperactividad de las
células B de estos ratones.

Eista citocina (1L.-4) ha sido pobremente ¢s-
tudiada cn el lupus humano. Kallenberg y cola-
boradores (28) reportaron que las células T de
sangre periférica de pacientes con lupus o con
enfermedad mixta de tejido conectivo, no son
diferentes a las células T de controles en su capa-
cidad para producir factores estimuladores de
células B, incluyendo la 11.-4, Tan y colaborado-
res en 1989 (29) reportaron que los linfocitos de
sangre periférica de pacientes con lupus no ex-
presan cspontdncamente RNAm de [L-2, 1L-3 e
11.-4, Datos preliminares de nuestro laboratorio,
presentados en este trabajo, muestran la expre-
sién espontanea del gen para 1L-4 en las células
CD45RO+ de 4 de 5 pacientes con lupus activo,
no asf en sus células CD45RO-.

Aunque la 1L-2, 1L-4, 1L-10, y-IFN y
TGE-o son citocinas pleiotrépicas, producidas
por células T CD4+, cada una tiene un papel di-
ferente en la respuesta inmune, Estas citocinas
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tienen varios efectos sobre ¢l resto de las células
linfoides que resultan en la induccion de un me-
canismo particular de diferenciacion y en la su-
presion de otros mecanismos. Un claro ejemplo
de esto se observa en la induccion del cambio de
isotipo en los linfocitos B por la IL-4. Existen
datos que muestran el efecto regulador de ciertas
citocinas cn la diferenciacion de distintas
subpoblaciones de células T de ayuda.(56). Re-
cientemente hemos encontrado que ademds de
1L-4, los genes que codifican para 1L-6, 1L.-10 y
FNTa se expresan en mayor proporcion en célu-
las de pacientes con hupus que en las de sujetos
normales (57). Este grupo de citocinas posee un
gran efecto sobre la proliferacion y diferencia-
cion de las células B, lo que podria explicar su
hiperactividad y en consecuencia la produccidn
de autoanticuerpos. Sin embargo, puesto que otras
células no T también pueden producir estas
citocinas, en nuestro laboratorio Hlevamos a cabo
estudios con células B y macrofagos para diluci-
dar su posible participacién en la produccion
espontanea de estas moléculas. Esto ha sido con-
firmado recientemente para ¢l caso de la IL.-10,
que es producida principalmente por células “no
‘T" en los pacientes con lupus. Tendriamos varias
posibilidades en la regulacion anormal de las cé-
[ulas B de pacientes con lupus: la activacion cro-
nicay tal vez invivo de una subpoblacion T C1«+
del subgrupo Th2 llevaria a la sintesis de [L-4,
IL-6 e IL-10, que en forma pardcrina sobre el
linfocito B3 le tlevaria a su proliferacion y pro-
duccion de autoanticuerpos. s posible tambicn
que la auto-reactividad del linfocito B de pacien-
tes con lupus le provea de la capacidad de produ-
cir éstas y otras citocinas, el mismo con accion
autécrina, La posibilidad de que los macréfagos
contribuyan a la hiperactividad de las células B,
a traves de un camino T- independiente, la esta-
mos investigando en nuestro laboratorio.

l.a produccion espontdnea de [L-4 por las
cétulas T CD45RO+ de pacientes con LEG po-
dria tener efecto sobre la subpoblacion
CD45RA+, regulando negativamente su prolife-
racion. Esto podria ser parte de una red de regu-

lacion a través de citocinas, semejante a la des-
crita para Thl y Th2 y recientemente comproba-
da, en elcaso de [L-2, que induce la expresion de
CD45RO y el fenotipo de memoria en las células
CD45RA+ de sangre periférica (58).

Los resultados de este estudio son dtiles, y
aunque se requiere ampliar la muestra, y el na-
mero de citocinas probadas, reflejan que en el
lupus eritematoso generalizado existen defectos
profundos en las células T que incluyen la pro-
duccion de citocinas y seguramente los mecanis-
mos de transduccion intracelular,
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