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Resumen:

Hay amplia evidencia que la célula T juega un papel fundamental en la

patogénesis de la Artritis Reumatoide (AR) y el Lupus Eritematoso Sistémico

(LES) Por un estímulo aún no conocido hay activación a través de receptores de

membrana en la superficie de células T, y células presentadoras de antígeno

(APCs) Seguido de la activación de las APCs, se activan también, las vías de

coestimulación, incluyéndose a la familia B7f B7-1 (CD80) y B7-2 (CD86)

reconociendo a CD28 y CTLA-4 (CD152), por lo que se considera parte

fundamental para la activación de linfocitos auto reactivos

Objetivo: correlacionar marcadores celulares de superficie CD4+ T CD28, CD152

y CD154 y moléculas coestimuladoras pertenecientes a la familia B7-1 (CD80) y

B7-2 (CD86), en APCs como monocitos (CD14+) y células B (CD19+), en células

de sangre periférica en pacientes con AR y LES con actividad del padecimiento.

Métodos: estudio transversal comparativo en pacientes con AR y LES activos y

sujetos sanos

Resultados: en todos los pacientes, las células T, CD4+, CD28+ mostraron

disminución; se encontró aumento de CD4+, CD152+ solamente en pacientes

con LES; CD80+ y CD86+ así como, CD14+ y CD19+ mostraron aumento en sus

niveles, predominantemente en pacientes con LES CD14+, CD86+ mostraron

buena correlación negativa con la actividad de la AR

CD19+, CD80+, tuvo buena correlación de acuerdo al índice de actividad en

pacientes con AR Finalmente CD154+ mostró elevación, predominantemente

en pacientes con LES



Conclusiones: las vías de coestimulación, participan de manera esencial en la

activación y regulación del sistema inmune durante ia actividad de la AR y LES,

por lo que pueden ser utilizadas para monitoreo de la actividad de la enfermedad,

el agrupamiento de pacientes y como dianas terapéuticas



Summary:

There's broaden evidence about T cell playing a key role in the pathogenesis of

Rheumatoid Arthritis (RA) and Systemic Lupus Erythematosus (SLE) Because an

unknown signa! begins thé activation through cell surface receptors and antigen

presenting cells (APCJs), consecutive there's aiso an activation of co-stimulatory

pathways such as B7 family, B7-1 (CD80+) and B7-2 (CD86+), knowing CD28

and CTLA-4 ( CD152+), those as a main way to the activation of autorreactive

lymphocyte

Objective: corroíate surface cell markers CD4+ T CD28, CD152 and CD 154 with

co-stimulatory molecules belong to the famiiy of B7-1 (CD80) and B7-2 (CD86), in

APC's like monocytes (CD14+) and B cells (CD19+) from peripheraf blood of AR

and SL.E fiare patients

Methods: Cross sectional study was carried out in Systemic Lupus Erythematosus

and Rheumatoid Arthritis patients with disease activity and also health patients

Resulte: All patients , T cells CD4+, CD28+ shown down regulátion; we found

regulation of CD4+, CD152+ only in patients with SLE; CD80+ and CD86+ as

CD14+ and CD19+ shown up-regulation preferably in SLE CD14+, CD86+

expressed good negative correlation with RA activity

CD19+, CD80+, were with good correlation according with scale of activity of RA

Finally CD164+ was up-regulated especially in patients with SLE.

Conclusión: Co-stimulatory pathways play an essential role in the activation and

regulation of T cell immune responses in lupus and arthritis patients, so that could

be used to monitoring disease activity and also to form groups of patients and to

be target for therapeutic manipuíation of the costimulatory system

••uai|



Introducción.

A pesar del desarrollo e investigaciones recientes, la etiología del Lupus

Eritematoso Sistémico (LES) y de la Artritis Reumatoide (AR), permanece aun sin

dilucidarse Factores genéticos, hormonales y ambientales se han relacionado

con la patogénesis de estos padecimientos, sin embargo es evidente que se

encuentra una alteración del sistema inmune como el principal factor en la

etiología de la enfermedad, de tal manera que se han reportado numerosas

aberraciones en pacientes con LES y AR. (1)

La activación de la célula T juega un papel fundamental y es un evento crítico

que requiere de una organización celular y humoral efectiva para que se

establezca la respuesta inmune La activación de células T es esencial para el

desarrollo de células T cooperadoras, promoviendo la proliferación de anticuerpos

altamente específicos así como la producción y generación de células T

citotóxicas y su respuesta

De tal manera que la célula T, requiere al menos de dos distintas señales para su

completa activación: una es a través del receptor de célula T (TCR), y el otro es a

través de moléculas coestimulatorias

Los sistemas de coestimulación mejor caracterizados son el CD28 y CTLA-4

(CD152) y sus iigandos B7-1 (CD80) y B7-2 (CD86) en células presentadoras de

antígenos (APCs) (2-4)

CD28 da una señal positiva para la activación de la célula T, pero la señal a través

de CTLA-4 aun es controversia! Estudios recientes sugieren que el CTLA-4

expresa una señal sinérgica con CD28 (5).



Por otro lado, CD40 ligando (CD154) presenta una estructura homologa con el

factor de necrosis turnoral (TNF), expresado por la activación de la célula T, y por

lo cual es considerado marcador de la célula T, por lo que su incremento en la

expresión podría contribuir fuertemente a ia interacción entre células T y B, y la

producción de autoanticuerpos (6-11)

De tal manera a pesar de los diversos estudios que se han realizado, aún no se ha

demostrado la presencia de un marcador especifico de actividad de la enfermedad

durante sus cuadros de agudización de AR y LES, por lo que es de gran

importancia explorar cada una de las vías de coestimulación y de esta manera no

solamente establecer criterios clínicos de actividad sino también proponer criterios

moleculares, y ya que una vez establecidos, intentar !a modificación del curso de

la enfermedad tanto en su presentación aguda como en el estado crónico,

bloqueando o interactuando selectivamente sobre la vía predominante



Material y Métodos.

Reactivos y anticuerpos: el colorante azul tripano fue adquirido de Sigma Co (St

Louis MO, USA) La solución amortiguadora de fosfato (PBS) y la solución

balanceada de Hanksfue comprada a de Gibco BRL (Rockviile, MD, USA)

El gradiente de separación de linfocitos fue a través de Lymphopred TM de

Nycomed Pharma AS (oslo Morway) Los Anticuerpos utilizados fueron CD28-

RPE de ratón antihumano, CD154-FITC de ratón antihumano, y fueron obtenidos

de Serotec (Raleigh, NC, USA) CD80-PE de ratón antihumano, CD86-FI7C de

ratón antihumano, CD152-FITC de ratón antihumano, anti k-PE cadena ligera de

rata, lgG2a--FITC de rata antiratón y lgG2b-PE de rata antiratón como controles de

isótopo, fueron obtenidos de Pharmigen (san Diego, CA, USA)

Sujetos:

Se estudiaron dos grupos de pacientes de la consulta externa de Reumatología

del Hospital Regional 1 ° de octubre, 12 pacientes portadores de AR y 12 pacientes

portadores de LES, todos reunieron los criterios del Colegio Americano de

Reumatología (ACR)(23-24), además cada uno de los pacientes, se encontraba

con actividad de la enfermedad al ingreso del estudio, evaluados por las escalas

de MEXSLEDAI (25) para pacientes con LES y el índice de Ritchie (26) en

pacientes con AR

El primer grupo consistió en 12 pacientes con LES (1 hombre y 11 mujeres; con

rangos de edad de 15 a 38 años [media 24 5]); el grupo 2 es de 12 pacientes con

AR ( 12 mujeres; rango de edad de 38-57 años [media 47 0]) Además de contar

con un tercer grupo de sujetos sanos, de 12 sujetos sanos (12 mujeres; con rango
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de edad de 19-39 años [media de 25]), sin antecedentes genéticos de

enfermedades del tejido conectivo El estudio fue aprobado por ei comité de ética

del hospital y cada paciente dio por escrito su consentimiento informado

Pruebas Inmunológicas:

Dentro de !as pruebas inmunológicas se incluyó determinación de anticuerpos

antinucleares (ANA) con prueba de inmunofluorescencia, (células HEP2);

anticuerpos de doble cadena de DNA a partir de técnica de Crytidia Lucilae

Además se determinaron: factor reumatoide (FR), proteína C reactiva (PCR) y

determinaciones de complemento (C3 y C4), los cuales se realizaron por técnica

de nefelometría (Array 360 [Beckman USA]).

Separación de células mononucieares de sangre periférica (CMSP)

CMSP fueron separadas de sangre mediante Lymphoprep (densidad"! 077) en un

gradiente de centrifugación a 400g por 30 minutos a 16°C La interface CMSP

durante la fueron recuperadas, lavadas y resuspendidas en solución estéril de

PBS La viabilidad celular fue evaluada mediante la prueba de exclusión de azul

triparto, bajo microscopía de luz y utilizando un hemocitómetro

Doble Inmunofluorescencia Directa

Las células mononucieares (1x106) fueron cultivadas con 10^1 de los anticuerpos

monoclonales ya señalados conjugado a los fluorocromos FITC y RPE durante 30
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minutos en a 4°C en la oscuridad Posteriormente las células fueron lavadas en

dos ocasiones y resuspendidas en solución de flujo FACS para su análisis.

Análisis de Citometha de Flujo

Las células mononucleres fueron analizadas en Citometro de Flujo (FACScalibur-

TM) de (Becton Dickinson) Los eventos y la media de fluorescencia relativa fueron

grabadas en modo lineal y logarítmico Un mínimo de 104 células fueron

adquiridas y analizadas utilizando el sistema Cell Quest de Becton Dickinson La

expresión de moléculas de superficie en las células mononucleares fueron

exploradas utilizando los canales de fluorescencia 1 y 2 (FL..1 y FL2). El porcentaje

de células analizadas y la intensidad de fluorescencia fueron analizadas para

cada molécula construyéndose histogramas y gráficas de puntos

Análisis Estadístico

Los resultados fueron analizados con el programa de SPSS versión 10.0, en

dónde la mayoría de datos no tuvieron una distribución normal de acuerdo a las

pruebas de Kolmogrov Smirnov Y Shapiro Wilk El porcentaje de células positivas

para cada molécula fueron comparados usando pruebas no paramétricas,

utilizando la prueba de Kruskal Wallis para el análisis de tres grupos y cuándo esta

prueba indicaba diferencia estadísticamente significativa, los grupos (AR y LES)

fueron analizados mediante ia prueba de u-mann-whitney

Las correlaciones entre las moléculas de superficie en células mononucleares y

actividad de la enfermedad, fueron realizadas por Rho de Sperman Se considero

un valor de p<0 05 para la significancia estadística Los datos son expresados en



gráficas de caja, la línea central significa la mediana, la caja los percentiles 25-75

y las líneas los percentiles 10-90
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Resultados.

Los pacientes con AR y LES tuvieron actividad de la enfermedad en el momento

del estudio, ía cual fue evaluada con base en a los índices de Ritchie y la escala

de MEX-SLEDAI. Los datos generales de los pacientes con AR, LES y sanos se

resumen en la Tabla 1 La molécula CD28+ en células T CD4+ mostraron

tendencia a disminuir durante la actividad de la enfermedad (p<0 001), los

pacientes con LES y AR no mostraron correlación con los índices de actividad de

la enfermedad (r= -.31) y (r= .24) respectivamente (figura 1). La molécula CD152+

en células T CD4+ se encontró con incremento en pacientes con LES (p<0 001),

con respecto a pacientes con AR y en los controles sanos no se encontró

significancia estadística en su expresión Los pacientes con LES y AR no

mostraron correlación con los índices de actividad de la enfermedad (r= 34) y (r= -

23) respectivamente (figura 2) Las células T CD4+ que expresaron CD154+

mostró una diferencia estadísticamente significativa (p<0 001) en pacientes con

LES, no sucedió lo mismo en pacientes con AR y sanos en donde no se encontró

diferencia estadística Asimismo en pacientes con AR y LES no se encontró

correlación con respecto a los índices de actividad de la enfermedad (r=- 28) y (r=

-.26) respectivamente (figura 3).

Las células presentadoras de antígenos CD14+ (monocitos) que expresaban

CD80+, mostraron un incremento en pacientes con LES únicamente (p<0 001),

entre los pacientes con AR y sujetos sanos no se encontró significada estadística

en su expresión, con respecto a pacientes con LES y AR no manifestaron



11

correlación estadística con los índices de actividad de la enfermedad (r=- 01) y (r=

-12) respectivamente (figura 4).

Las APC CD14+ (monocitos) que expresaban CD86+ presentaron un incremento

en pacientes con LES, (p<0 001), en la comparación de pacientes con AR y

sujetos sanos no se encontró diferencia de estadísticamente significativa, en ios

pacientes con LES no se mostró correlación con los índices de actividad de la

enfermedad (r=-14) y en pacientes con AR se encontró buena correlación

negativa con respecto a los índices de actividad (r= - 65) (figura 5)

Las APC CD19+ (células B) que expresaban CD80+ mostró un incremento en

pacientes con LES (p<0.001), entre ios pacientes con AR y controles sanos no

tuvieron diferencia estadísticamente significativa, los pacientes con LES tampoco

mostraron correlación con ios índices de actividad de la enfermedad (r=- 04) y los

pacientes con AR tuvieron buena correlación con respecto al índice de actividad

de la enfermedad (r= 62) (figura 6)

Las células APC CD19+ que expresaban con CD86+ se observo un incremento

solamente en pacientes con LES, con una diferencia estadísticamente significativa

(p<0,001), sin embargo en referencia a pacientes con AR y sanos no se encontró

significada estadística y asimismo en pacientes con AR y LES no encontró

correlación con los índices de actividad de la enfermedad (r--,37) y (r= -.24)

respectivamente (figura 7)
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Discusión y conclusiones:

La activación de la célula T requiere de al menos dos señales para producir la

activación máxima; la primera a través del complejo formado por el receptor de la

célula T (CD3), y la segunda, una señal coestimulatoria Los estudios previos, han

indicado que las moléculas coestimulatorias más importantes son CD28 y CTLA-4

sobre la superficie de la célula T y sus ligandos B7-1 (CD80) y B7-2(CD86) sobre

la superficie de las células presentadoras de antígenos

De tal manera que el objetivo del estudio fue correlacionar marcadores celulares

de superficie CD4+ T CD28, CD152 y CD154 y moléculas coestimuladoras

pertenecientes a la familia B7-1 (CD80) y B7-2 (CD86), en APCs como monocitos

(CD14+) y células B (CD19+), en células de sangre periférica en pacientes con

AR y LES con actividad del padecimiento

Analizando la literatura, encontramos en un estudio similar, realizado por Bijil M et

al.., quién encontró expresión de CD28 en pacientes con LES y controles,

mientras que en nuestro trabajo la expresión de esta coestimulatoria la

encontramos disminuida tanto en AR como LES, esto puede estar relacionado

principalmente por el tamaño de la muestra, además del tipo de pacientes, ya que

probablemente se encuentre manipulado por manejo de inmunosupresores

previos al estudio.,

CD80 y CD86 en nuestro grupo se encontró incrementado principalmente en LES,

con una buena correlación negativa y también una correlación buena para AR,

mientras que Bijl M, encuentra disminuida la expresión de CD80 y expresión de

CD86 independientemente de la actividad del padecimiento
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Durante la investigación encontramos que se presentó incremento de CD154+

principalmente en pacientes con LES con actividad, de esta manera coincide con

otros estudios realizados, lo que nos daría la pauta de una nueva ruta terapéutica

a llevar en nuestro medio, mediante el bloqueo de esta coestimulatoria, ya que en

algunos trabajos realizados en padecimientos autoinmunes ha demostrado evitar

la progresión de la enfermedad (16)

Es importante considerar que se requieren mayor número de estudios de este tipo,

ya que de esta manera se logrará entender que vías son criticas para el desarrollo

de estados clínicos como lo es la actividad de LES y AR, su interrelación con los

estados de autoinmunidad y también es necesario conocer que vías interactúan

con los inmunosupresores más utilizados De está manera se ha encontrado que

pacientes con expresión incrementada de Bcf-2, un marcador de apoptosis, puede

predecir pobre o nula respuesta terapéutica aí uso de glucocorticoides en

pacientes con LES (17), además, de esta manera podremos conocer marcadores

moleculares de actividad de la enfermedad y así clasificar pacientes de acuerdo a

cuales moléculas se encuentran sobreexpresados, concluyéndose en una diana

terapéutica específica evitando efectos deletéreos de algunos modificadores de la

enfermedad que no tendrían respuesta por la presencia de determinado marcador

molecular.

De tal manera y debido a que aún no se ha dilucidado por completo la

patogénesis de la AR y LES, así como factores relacionados con la actividad, los

altos índices de morbilidad y mortalidad durante la enfermedad, ante la

inexistencia de marcadores moleculares de agudización, los pocos estudios que

evalúan las vías de coestimulación y que desempeñan un papel fundamental en
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la activación y regulación de la respuesta inmune; es de suma importancia evaluar

que moléculas de la coestimulación se encuentran sobre expresadas, así como la

vía preferentemente utilizada, debido a que si determinamos este tipo de

marcadores durante la actividad de la enfermedad, esto nos ayudará a

monítorizar los pacientes con actividad ya que hasta el momento no hay un

marcador serotógico especifico para estos padecimientos, así también para

clasificar a pacientes con fines de riesgo y por ende intervenir en estas vías

para fines terapéuticos
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Tabla 1.

Linfocttos T

CD4+/CD28+

CD4/CD154+

Monocitos

CD14+/CD80+

CD14/+CD86+

Linfocitos B

CD19+/CD80+

CD19/CD86+

LES

64,4

2 9

8 3

10 8

7 7

15

AR

679

1.1

2 7

6

3.1

3.8

PS

741

0 9

18

3 9

31

3 3

* Valor de P

NS

0001

0001

0 006

0.001

0.003

Marcadores moleculares en pacientes con AR, LES y Sanos.
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