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RESUMEN

Introduccién. El asma alérgica es un padecimiento cronico catalogado como un problema de salud
a nivel mundial. Se caracteriza por la hiperreactividad, obstruccion reversible e inflamacién de las
vias aéreas, que es desencadenada en respuesta inmunitaria contra diferentes antigenos ambientales.
Antecedentes. Se ha evidenciado en modelo murino, que la expresion de las moléculas CD30 y su
ligando (CD153), estan involucradas en la respuesta inflamatoria bronquial, a su vez, en pacientes
asmaticos, se han detectado en circulacion sanguinea linfocitos T que expresan CD30. La literatura
reporta que el suero de pacientes asmaticos contiene CD30 soluble (CD30s), y que su concentracion
en éste se relaciona con la gravedad de la enfermedad. Ademas se ha descrito que SCD30 se une con
facilidad a su ligando en membrana. Un estudio en nuestro laboratorio sugiere que los sueros con
sCD30, inhiben la proliferacion in vitro de linfocitos B estimulados con fitohemaglutinina (PHA).
Objetivo. Evaluar el efecto del suero con CD30 soluble sobre la expresién de CD30 y CD153 en
linfocitos T y B activados de personas asmaticas. Material y Métodos. Se utilizd sangre
heparinizada de 9 pacientes con asma y de 4 personas sanas; a partir de ésta y mediante el uso de
Fycoll-hypaque, se aislaron las células mononucleadas, las cuales se estimularon con PHA en
presencia de sueros con CD30s durante 72 horas de cultivo. Posteriormente, las células fueron
analizadas en citometria de flujo mediante triple inmunofluorescencia, con el uso de anticuerpos
contra CD3, CD19, CD30 y CD153. Resultados. Los linfocitos T y B de personas sanas expresan
mayores niveles de CD30 y CD153 cuando son sometidos a cultivo con PHA respecto a pacientes
asmaticos. Conclusion. La expresién de CD30 y de CD153 es inducida por PHA. Ademas se
observo que las personas sanas, expresan mayores porcentajes de CD30 y CD153 postcultivo. Los

sueros con sCD30, no afectan la expresion In Vitro de CD30 y CD153 sobre linfocitos T y B.



I. INTRODUCCION

Asma

La iniciativa global para el asma (GINA, por sus siglas en inglés), lo cataloga como un problema de
salud a nivel mundial, ya que cerca de 300 millones de individuos son asmaticos y la tasa de
mortandad anual alcanza los 250 mil decesos'. En México se calcula que del 4% al 12% de la
poblacién padece asma, y que cada afio, se presentan 600 mil consultas ademas de atender 270 mil
casos de urgencia con este diagndstico, ocasionando pérdidas a la economia ya que, por un lado,
son debidas a la inversion en atencion médica y por otro, en la disminucion de la productividad de
los pacientes®. Por ello, el estudio de esta patologia es importante para obtener nuevos blancos
terapéuticos que la contrarresten o mitiguen.

La patogenia del asma alérgica esta determinada por factores del individuo como son: edad,
sexo, obesidad, predisposicion genética, asi como por factores ambientales, principalmente la
exposicion a alérgenos como el polen, moho, veneno de insectos, particulas fecales de acaros del
polvo doméstico’. Con base en su etiologia, se han descrito diferentes tipos de asma como la
alérgica o extrinseca y la no alérgica o intrinseca®, clasificadas de acuerdo con su gravedad y patrén
de limitacién de flujo de aire [Tabla 1]. Aunque hay diferentes formas de asma reconocidas
clinicamente, la investigacion en las dltimas dos décadas ha girado en torno al de tipo alérgica®.

El asma alérgica se caracteriza por la hiperreactividad de las vias aéreas, el reclutamiento
eosinofilico en epitelio mucoso de las mismas, asi como la hipersecrecién de moco y la alta

concentracion sérica de Inmunoglobulina (1g) E **.

Tabla 1. Clasificacion de gravedad del asma de acuerdo al tipo de frecuencia y sintomas asmaticos

Frecuencia de sintomas asmaticos Grave persistente Moderado Medio Intermitente
persistente Persistente
Dia 3 veces/dia Todos los dias (<2 | >2 veces | <2
veces /dia) /semana veces/semana
Noche Todas las noches / la mayoria | >2 veces/semana >2 veces/mes <2 veces/mes
de las noches
Episodios severos en los ultimos 12 | Todos los dias Todos los dias >2 <1 vez/semana
meses veces/semana
Sintomas inducidos por ejercicio en | Todos los dias Todos los dias >2 <1 vez/semana
los pasados 12 meses veces/semana
Frecuencia de sintomas durante una | 8-21 veces/semana 7-20 veces/semana 3-6 <2
semana tipica veces/semana veces/semana

Tomada de: the Global Strategy for Asthma Management and Prevention, Global Initiative for Asthma (GINA) 2012

6




Sistema Inmune

El sistema inmune es el encargado de eliminar a los microorganismos que ingresan al cuerpo,
involucra varios tipos celulares como los linfocitos (T y B), células presentadoras de antigeno
(células dendriticas, macrofagos y linfocitos B), granulocitos (neutréfilos, eosinéfilos, mastocitos y
basofilos), asi como de células fagociticas (neutréfilos, macréfagos y células dendriticas) "2,

Los linfocitos B (CD19%)? producen anticuerpos que reconocen y eliminan antigenos de
microorganismos o de particulas extrafias que entran al organismo. A su vez, los linfocitos B
también son células presentadoras de antigeno, ya que pueden internalizarlo, fragmentarlo y
presentarlo a través de Moléculas del Complejo de Histocompatibilidad (MHC) de clase 1, hacia
los linfocitos T (CD3") especificos del mismo antigeno’®, estos dltimos se clasifican en dos
subpoblaciones de acuerdo a la expresién en la superficie de CD4 o CD8.

La subpoblacion CD4", denominada cooperadora, controla la respuesta inmune frente a
antigenos, induce la producciéon de anticuerpos en linfocitos B, a su vez recluta a otros tipos
celulares como macréfagos, mastocitos, neutréfilos, eosinéfilos y baséfilos®™®. Al ser activados los
linfocitos T CD4", pueden diferenciarse en varios linajes de células T cooperadoras con base en su
produccién de citocinas. Por ejemplo, al activarse la subpoblacidon de linfocitos T cooperadores tipo
1 (Thl), predomina la produccion de Interleucina 2 (IL-2), Interferon gamma (IFN-y) y Factor beta
de necrosis tumoral (TNF-B)™; mientras que en la subpoblacién Th2 predominan IL-4, IL-5, IL-10

e IL-13*'2. Existen otras subpoblaciones como los linfocitos Th17, caracterizados por la produccion

& En las membranas celulares se expresan diversas proteinas importantes en la interaccién, activacion
y de regulacion celular en procesos inmunitarios. A estas proteinas se les asigné el prefijo CD (cluster of
differentiation) seguido de un nimero, el cual las identifica de acuerdo al tipo celular donde se expresan o
bien por sus funciones; estas proteinas pueden ser constitutivas de algun tipo celular, a su vez pueden ser

adquiridas o perderse a lo largo del proceso de maduracion o activacion de las mismas.



de IL-17 e IL-22°. En las enfermedades alérgicas, las citocinas que predominan son producidas por
la subpoblacién Th2 y los antigenos son denominados alérgenos.

La subpoblacién CD8" denominada citotoxica®®, es importante en la eliminacién de virus,
bacterias y parésitos intracelulares. Esta se realiza mediante la union del fragmento peptidico del
antigeno patogénico, al MHC de clase | de la célula infectada, mismo que es reconocido por el TCR
de los linfocitos T CD8" quienes inducen la muerte celular de células infectadas.

Los mastocitos, baséfilos y eosindfilos son células efectoras centrales en enfermedades
alérgicas, ya que expresan receptores de union de alta afinidad para cadenas pesadas épsilon
(FceRI) en mastocitos y basofilos, asi como receptores de baja afinidad (FceRIl) para eosindéfilos.
Los receptores de alta afinidad se unen facilmente a la inmunoglobulina E (IgE)*®, mientras que los
de baja afinidad se unen cuando la IgE ya esta unida al antigeno.

Los mastocitos se localizan principalmente en asociaciéon con vasos sanguineos, y sobre
tejido conectivo de glandulas mamarias, lengua, préstata, pulmones y peritoneo’®. Expresan el
receptor FceRI, por lo que son afines de unir IgE sobre su superficie. Cuando se activan a través del
receptor FceRI, liberan mediadores preformados como histamina, serina proteasas (tripasas y
qguimasas), carboxipeptidasa A y proteoglicanos almacenados en sus granulos citoplasmaticos,
ademas liberan TNF-o.'"*®,

Los basofilos producen citocinas propias del perfil Th2, comparten caracteristicas de
mastocitos, incluyendo la expresion del receptor FceRI y la liberacidn de histamina después de su
activacion'®, ésta es el mayor mediador preformado almacenado en sus granulos. Ademas son
productores de leucotrienos (LT) como: LTC4, LTD4 y LTE4, los cuales son potentes
broncoconstrictores y responsables de incrementar la permeabilidad vascular.

En eosinofilos, su crecimiento y diferenciacion se debe al efecto de la IL-5. La eosinofilia
en sangre y tejido, es un marcador de infeccién helmintica y alergia (como asma)®. Durante la
inflamacion, este tipo celular presente en circulacién sanguinea, migra hacia la mucosa nasal y

bronquial en respuesta a quimiocinas como RANTES (CCL5) y eotaxina. Ambas quimiocinas son
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producidas por linfocitos T activados y células epiteliales de vias aéreas respectivamente, las cuales
actlan sobre el receptor CCR3 expresado en eosinéfilos, basofilos y linfocitos Th2"*. Los
eosindfilos liberan mediadores proinflamatorios como proteinas cationicas, citocinas vy

leucotrienos”*?°,

Alergia e Hipersensibilidad

El término alergia, se define como una reaccién patolégica de la respuesta del sistema inmune
activado contra un antigeno, el cual puede ser inocuo para el organismo debido a que no provoca
dafio tisular inherente a su estructura molecular®. A este tipo de respuesta inmunitaria se le conoce
como de hipersensibilidad. De acuerdo con Cooms y Gell, las reacciones de hipersensibilidad se
clasifican en cuatro tipos, las cuales se distinguen por los diferentes tipos de antigenos que

reconocen y las clases de anticuerpos involucrados (llustracion 1).

lustracion A. Tomada de Janeway CA Jr, Travers P, Walport M, et al. Immunobiology: The Immune System in Health
and Disease. 5th edition. New York: Garland Science; 2001. Chapter 12, Allergy and Hypersensitivity.



El asma esta clasificada como una reaccion de hipersensibilidad de tipo | porque es una enfermedad
mediada principalmente por la IgE. El asma alérgica se desarrolla en dos etapas, la primera etapa es
llamada de sensibilizacion, la cual identificard al antigeno ambiental y generard& memoria para

reaccionar rapidamente y con més fuerza en un segundo encuentro o fase tardia®.

Sensibilizacion

La respuesta inmunitaria en enfermedades alérgicas de vias respiratorias, inicia cuando un antigeno
ambiental entra al tracto respiratorio y es capturado en el epitelio de las vias aéreas, ya sea por
celulas dendriticas o por macr6fagos que migran hacia los ganglios linfaticos mientras internalizan,
procesan y fragmentan al antigeno para ser presentado en su superficie por las moléculas del
complejo principal de histocompatibilidad (MHC) de clase 11, hacia los receptores de linfocitos T
(TCR) CD4" especificos del mismo antigeno’.

Para el reconocimiento especifico del antigeno, se requiere de la interaccion de moléculas
de coestimulacion, tanto de la célula que presenta al antigeno, como de la célula que lo reconoce.
En este sentido, cuando las moléculas CD22, CD40 y CD80/CD86, que estdn en las células
presentadoras de antigeno, interaccionan respectivamente con CD45, CD40L y CD28 expresadas en
linfocitos T CD4" virgenes'?, se favorece la activacion reciproca de ambos tipos celulares para una
adecuada presentacion antigénica, misma que provoca expansion clonal®.

La siguiente etapa de la respuesta alérgica sucede con la interaccion de linfocitos T CD4"y
linfocitos B por medio de la presentacion de antigeno y la union de moléculas de coestimulacion. El
reconocimiento del epitopo especifico del antigeno entre el receptor de linfocito T (TCR) con el
fragmento peptidico asociado al MHC de clase 1l del linfocito B, induce en linfocitos T CD4" su
activacion y produccién de distintas moléculas solubles como IL-2, IL-4, 1L-13%, prolactina,
hormona de crecimiento’®, entre otras, las cuales son factores importantes de desarrollo y
diferenciacion para los linfocitos T y B activados®. Los linfocitos B, al ser activados mediante la

cooperacion del linfocito T CD4", se dividen, por lo que la descendencia sigue dos vias: la primera
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convierte una poblacién de linfocitos B en células plasmaticas productoras de IgM (células
efectoras), mientras que otra poblacién es convertida en linfocitos B de memoria. A su vez, los
linfocitos T CD4" también siguen estas dos vias, generando una subpoblacion de linfocitos
diferenciados (efectores) y otra subpoblacion de linfocitos T de memoria. Cabe mencionar que las
células plasmaticas y los linfocitos T efectores, son células terminalmente diferenciadas que pierden
la capacidad de activarse y sufrir division celular®®. Con respecto a los linfocitos de memoria
generados por activacién antigénica, pueden volver a interaccionar entre ellos inducidos por
antigenos y después de su activacion, generar nuevamente linfocitos T CD4" efectores y células
plasmaticas, asi como linfocitos de memoria de ambas estirpes celulares. Durante esta interaccion,
el linfocito T CD4" de memoria promueve el cambio de isotipo de inmunoglobulina de superficie en
el linfocito B de memoria. Para que cambie la IgM a IgE de superficie se requiere que contacte el

CD40L del linfocito T CD4* con el CD40 del linfocito B en un microambiente rico en IL-48,

lHustracion 2. Proceso de sensibilizacion. Tomada directamente de Nature. 2008 July 24; 454(7203).
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La IgE sintetizada por las células plasméticas en ausencia de su antigeno, se une facilmente
a los receptores de membrana de alta afinidad FceRI presentes en mastocitos (en tejido conectivo) y
basofilos (en sangre), sensibilizando al individuo™*°. El antigeno también puede ser atrapado por la
IgE soluble (que no estd unida a las células) y formar complejos inmunitarios que se unen a los
receptores de baja afinidad (FceRIl o CD23) presentes en los eosinofilos.

Aunque la IgE es una inmunoglobulina que se produce en respuesta inmune contra parasitos

y células neoplasicas”®*

, algunos antigenos ambientales (alérgenos) son capaces de inducir su
sintesis, por lo que es considerada el factor principal de las enfermedades alérgicas de vias

respiratorias*’.

Fase tardia

En un segundo contacto del individuo con el alérgeno especifico, se activan las células
sensibilizadas con la IgE (mastocitos y basofilos), induciendo la degranulacién masiva de su

contenido’*°.

La degranulacién ocurre por el entrecruzamiento de los receptores FceRI de
mastocitos y basofilos activados por IgE, generando sefiales intracelulares en los mastocitos de la
mucosa’®, que conllevan a la liberacion de mediadores de inflamacion como histamina,

prostaglandinas, leucotrienos y proteasas®®®’.

La histamina es parcialmente responsable de la
permeabilidad endotelial, del edema en las vias aéreas y de broncoconstriccion; las prostaglandinas
actlan sobre musculo liso como vasodilatador y broncoconstrictor, mientras que las proteasas
causan dafio a células epiteliales produciendo su descamacion y activacion®. A su vez en los
eosinofilos, el mecanismo ocurre cuando la union del complejo inmunitario de la IgE con el
antigeno, es reconocido por el receptor FceRII, induciendo la liberacion de enzimas lisosomales que
acttan sobre el tejido circundante’®. Los eosindfilos, contienen granulos acidéfilos que a su vez,
contienen proteina basica mayor (MBP), proteina cationica del eosinofilo (ECP), peroxidasa del

eosindfilo (EPO), neurotoxina derivada del eosinéfilo (EDN), fosfatasa acida y arilsulfatasa. Los

eosinofilos son capaces de sintetizar citocinas como IL-3, IL-5, factor estimulador de colonias de
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granulocitos y monocitos (GM-CSF), eotaxina y 6xido nitrico'™. Ademas, sintetizan leucotrienos
(LT) como LTC,, LTD4 LTE, y PAF, quienes promueven la secrecion de moco, alteran la
permeabilidad capilar, promueven la contraccion del mdsculo liso e inducen la produccién de
radicales libres del oxigeno causantes de dafio al tejido celular’"*9%,

Cabe mencionar que en el epitelio de las vias aéreas se encuentran las células caliciformes,
principales productoras de moco; es aqui donde la IL-13 juega un papel importante durante la
hipersecrecion de moco, ya que incrementa la produccion de mucinas, las cuales son liberadas de la
célula por exocitosis sobre el epitelio, dificultando la funcién respiratoria *"%. Por lo tanto, la
liberacion del contenido de los granulos de los tipos celulares antes mencionados, asi como la

produccién de citocinas, genera inflamacion de las superficies mucosas, que interfiere con la

funcidn respiratoria.

En la respuesta inmune, la comunicacion celular es importante en los procesos de
supervivencia, division, diferenciacién, activacion y muerte celular. Esta se da a partir de
mensajeros como las hormonas e interleucinas que emiten sefiales quimicas22. Ademas, existen
proteinas capaces de acelerar y mejorar la activacién celular, denominadas moléculas de

coestimulacion.

Moléculas de Coestimulacion

Las principales moléculas de coestimulacién incluyen a miembros de las familias del Factor de
Necrosis Tumoral (TNF) y B7, entre ellas destacan CD28 y CD80/86 respectivamente, responsables
de la activacion de linfocitos T?°. Cada molécula de coestimulacion tiene un papel importante
durante el desarrollo de la respuesta inmune. Nuestro trabajo se enfoca en las moléculas de
coestimulacion CD30 y CD153, presentes en los linfocitos T y B respectivamente®. Estas
moléculas tienen un efecto positivo en el desarrollo de una respuesta de tipo Th2*, ademas estas
moléculas se relacionan con el desarrollo de enfermedades, como linfomas de tipo Hodgkin, VIH,

esclerosis sistémica, rinitis alérgica y asma.

13



CD30y CD153

El CD30 es una glicoproteina transmembranal de tipo 1 y pertenece a la superfamilia de Receptores
del Factor de Necrosis Tumoral (TNFR)®. Inicialmente fue utilizada como marcador para
identificar clonas de linfocitos T diferenciadas a Th2'*2. Sin embargo, se ha reportado que el CD30

B"™%: en las primeras células se ha asociado a

se expresa tanto en linfocitos T como en
enfermedades como la dermatitis atdpica, artritis reumatoide, esclerosis sistémica, asma y en
linfomas tipo Hodgkin®*®!. También se ha descrito el CD30 puede ser escindido de la membrana
por la enzima de conversién de TNF-o. (TACE)®, una metaloproteasa que lo libera a su forma
soluble (sCD30)*%*, la cual, a diferencia de otras proteinas solubles que también pertenecen a la
superfamilia TNFR, se une a su ligando con alta afinidad™.

La molécula CD153 es una glicoproteina de membrana de tipo 2 perteneciente también a la
superfamilia TNFR y, al igual que CD30, suele expresarse en linfocitos T, asi como en linfocitos B

activados®*’

, también ha sido detectada en células epiteliales, mastocitos, eosinéfilos vy
neutr6filos®*, Se ha descrito que la interaccion CD30/CD153 es importante en el desarrollo de
enfermedades como asma, diabetes, infecciones micobacterianas e inflamacion alérgica34. Por otro

lado, TNFR y TNF juegan un papel importante en la regulacion del crecimiento, diferenciacion y

muerte celular programada en varios sistemas bioldgicos, incluida el area inmunoldgica®.

Relevancia de CD30y CD153 en alergia

El primer estudio que relacion6 la molécula CD30 con el asma fue de Leonard y colaboradores™,
quienes mostraron que la expresion de CD30 en linfocitos T CD4" de pacientes con asma alérgica,
puede ser inducida con el alergeno Dermatophagoides pteronyssinus (Der p) o con el mitdégeno
Fitohemaglutinina (PHA) en presencia de IL-2. Posteriormente, Molly Gilfillan encontro que la
expresion de CD30 en linfocitos T también puede ser inducida con IL-4%. En el afio 2006, Garfias y
colaboradores encontraron que los linfocitos T CD4"CD30" son productores de IL-4 e IL-5 después

de 7 dias de cultivo bajo estimulacion constante de Der p°.
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Fue hasta los estudios de Polte y colaboradores®’, que se demostrd la relevancia de la
molécula CD30 en el proceso inflamatorio caracteristico de las enfermedades alérgicas; estos
autores utilizaron ratones C57BL/6 alérgicos a la ovoalbdmina (OVA) y modificados genéticamente
para que no expresaran CD30 (ratones CD30 knockout). Cuando estos ratones fueron retados con
OVA, no desarrollaron la inflamacion pulmonar ni reclutamiento eosinofilico, en comparacion con
lo observado en ratones sensibilizados con OVA que podian expresar CD30.

De la misma manera, Fuchiwaki y colaboradores®, mostraron que el ligando de CD30
(CD153) tiene un papel similar al de CD30; los autores utilizaron la misma cepa de ratones pero
ahora deficientes de CD153. Cuando éstos fueron retados con OVA, los resultados mostraron que
tanto los sintomas de alergia como la infiltracion eosinofilica dentro de la mucosa nasal y la
produccién de IgE, fueron significativamente menores que en los ratones sensibles a la OVA que
expresan CD153. Ambos autores dejaron en claro que la expresion de CD30 o CD153 repercute
directamente en el desarrollo de los sintomas propios de alergia.

Estudios recientes como el de Remes, han encontrado una mayor concentracion en suero de
sCD30 de nifios asmaticos en comparacion con nifios sanos®**“?, Estos niveles séricos de sCD30

fueron relacionados con la gravedad del asma bronquial por Heshmat y colaboradores®.

Il. ANTECEDENTES

Un estudio preliminar en el laboratorio mostr6 que sueros de pacientes asmaticos contienen altos
niveles de sCD30 (>1Unidades Internacionales), mismos que concuerdan con otras

4142 cuando estos sueros fueron adicionados a un cultivo de células mononucleadas

publicaciones
estimuladas con PHA, se observo una disminucion significativa en la proliferacion de linfocitos B.
Ademas, se ha descrito que la concentracion de sCD30 en el suero se correlaciona con la gravedad

de la enfermedad®"; también se sabe que esta molécula soluble interacciona con gran afinidad a su

ligando de membrana®.

15



Se ha observado que moleculas de membrana como CD80 y B7/H3 en su forma soluble modulan su
expresion membranal en linfocitos T***. Por lo tanto, es posible sSCD30 al unirse a su ligando de

membrana (CD30L) aumente la expresion de la forma membranal de ambas moléculas.

1. HIPOTESIS

En pacientes con asma alérgica, el CD30 soluble aumenta la expresion de los receptores de
membrana CD30 y CD153 sobre linfocitos T y B en cultivo activados con el mitogeno

fitohemaglutinina®*.

V. OBJETIVO

General

Evaluar el efecto de CD30 soluble en la expresién de los receptores CD30/CD153 de
linfocitos T y B.
Particular
Observar las diferencias de expresion tanto de CD30 y CD153 en ambos grupos de estudio en

ausencia de sCD30.

V. GRUPO DE ESTUDIO
El trabajo de investigacion fue de tipo experimental.
Grupos de estudio
Se incluyeron 9 pacientes con cuadro clinico de asma moderado. El grupo control incluy6 a 4
individuos no alérgicos, asintomaticos y sin morbilidades, que presentaron ademas una eosinofilia
<0.5% y un nivel de IgE sérica menor a 100 Ul/mL.
Criterios de inclusién
Los pacientes fueron captados de la consulta externa del servicio de alergia del Hospital 1° de
octubre del ISSSTE.

1. Pacientes de cualquier género de diagndstico reciente
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2. Asma moderado persistente segun la clasificacion de GINA (episodios diarios que afectan
la actividad)

3. Edades entre 8 y 15 afios

4. Con IgE sérica elevada mayor a 300 Ul/ml

5. Eosindfilos igual o mayor al 5% en sangre y/o moco nasal

6. Coproparasitoscopico negativo

Criterios de exclusién
1. Asma severo persistente
2. Pacientes que presenten: inmunodeficiencias, enfermedades metabdlicas, enfermedades

tumorales o autoinmunidad.

Criterios de eliminacién
1. Muestra sanguinea insuficiente

2. Coproparasitoscopico positivo

VI. MATERIAL Y METODOS

Reactivos. Los anticuerpos monoclonales de ratén IgGlk contra moléculas humanas anti-CD3
conjugado al complejo de peridinina y clorofila con cianina 5.5 (PerCPCy5.5), anti-CD19
conjugado a isotiocianato de fluoresceina (FITC), anti-CD30 conjugado a ficoeritrina (PE), anti-
CD153-PE vy los anticuerpos controles de isotipo 1gG1 k, conjugados a PerCPCy5.5, FITC o a PE
fueron adquiridos de BioLegend (San Diego, CA, USA). El medio de cultivo RPMI 1640, HEPES,
azul de tripano, paraformaldehido, albdmina sérica bovina (BSA) fracciéon V, azida de sodio,
cloruro de potasio, fosfato monobasico de potasio, fosfato dibasico de odio y la Fitohemaglutinina

(PHA) fueron adquiridos de Sigma Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA); piruvato de sodio y L-
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glutamina fueron adquiridos de Gibco BRL (Rockville, MD, USA), la solucién de
penicilina/estreptomicina y la gentamicina fueron de In Vitro (México D.F.), el suero fetal bovino
fue de Hyclone Laboratories Inc. (Logan, UT, USA) y el ficoll (Lymphoprep) a densidad de 1.077

fue de Axis-Shield PoC As (Oslo, Noruega).

Células. Se utilizaron 15 mL de sangre venosa de individuos de ambos grupos de estudio. Se
aislaron las células mononucleadas en condiciones de esterilidad y mediante centrifugacion a 1700
rpm sobre Lymphoprep por 30 min a 16°C, a partir de la muestra sanguinea heparinizada®.
Posteriormente, las células se colectaron de la interfase y se lavaron 2 veces mediante
centrifugacién con solucion amortiguadora salino fosfato pH 7.2 (PBS) a 1500 rpm/10 min,
descartando el sobrenadante y resuspendiendo las células en PBS cada vez. Luego, las células
fueron cuantificadas en una camara de Neubauer (hemocitometro) y la viabilidad celular fue

valorada por el método de exclusion del colorante azul de tripano.

Titulacion de mitégeno y anticuerpos. Se estandarizé la dosis 6ptima del mitégeno
Fitohemaglutinina (PHA). Para obtener la dosis dptima de mitogeno, previamente se realiz6 una
curva dosis-respuesta utilizando desde 1ug/mL hasta 20 pg/mL de dicha lectina. La dosis 6ptima
fue de 1 pg (10 pl diluido 1:10 en medio de cultivo) para 2x10° células. De igual manera se
estandarizo la dosis 6ptima de anticuerpos para 2x10° células, las curvas dosis-tincion utilizé
1pg/mL 5ug/mL 10 pg/mL hasta 20pug/mL. Las dosis 6ptimas fueron de 2pul, 3ul, 5ul y 10ul para
los anticuerpos conjugados a CD3, CD19, CD30 Y CD153 respectivamente, utilizando la misma

cantidad para sus controles de isotipo.

Sueros de pacientes conteniendo sCD30. Los sueros con sCD30 fueron recolectados en el Hospital
1° de Octubre del ISSSTE, bajo autorizacion por consentimiento informado. Para detectar el

contenido de sCD30 se realizé un ELISA tipo emparedado de los sueros provenientes de pacientes
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asmaticos. Los sueros se clasificaron de acuerdo a su concentracion, en donde los superiores a 1.000
(1 UI) fueron los de mayor concentracion y los inferiores a 1 Ul los de menor concentracion. Se

utiliz6 10 pL por pozo en cultivo [2ng] para alta concentracién y [.4ng] para baja concentracidn.

Cultivo celular. Se cultivaron 2x10° células mononucleadas por pozo en una placa de cultivo de 96
pozos, suspendidas en 200uL de medio RPMI-1640 suplementado (1 mL de piruvato de sodio, 1
mL de L-glutamina, 10 mL de solucién con penicilina/estreptomicina, 100uL de gentamicina y 10
mL de suero fetal bovino inactivado por calor), estimulando con la dosis 6ptima de PHA en
presencia o ausencia de 10 pL de suero con alta o baja concentracién de CD30 sérico durante 72

horas en una incubadora hiimeda a 37°C con atmodsfera de CO, al 5%.

Inmunofluorescencia. Para identificar el fenotipo de las células mononucleadas expresando CD30
y CD153 antes y después del cultivo celular, se realizé triple inmunofluorescencia mediante el uso
de anticuerpos monoclonales conjugados a PE contra CD30 y CD153, PerCP-Cy5.5 contra CD3 y
anticuerpos conjugados a FITC contra CD19. Se suspendieron 2 X 10° células mononucleadas
(recuperadas del cultivo) en PBS-A (0.2% de azida de sodio y 0.2% de albdmina sérica bovina en
PBS) y se incubaron con cada anticuerpo por 30 minutos a 4°C en obscuridad. Posteriormente, se
lavaron (centrifugando a 1200 rpm y descartando sobrenadante) y se analizaron mediante citometria
de flujo. Se utilizaron como control negativo otras células incubadas con los controles de isotipo

conjugados a PE, PerCP-Cy5.50a FITC.

Citometria de flujo. Las células se lavaron con PBS-A y después con la solucion salina para el
citobmetro (FACSflow); para su analisis, se utiliz6 un citdmetro Becton & Dickinson (BD
Biosciences, San Jose, CA) con software Cell Quest y posteriormente con el software FlowJo
version 8.7 de Tree Star Inc. (Ashland, OR, USA). Luego de obtener 10,000 células en el citometro,

se grafico tamafio contra granularidad, en la cual se delimit6 la region de linfocitos. Una vez
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seleccionada la regién de linfocitos, se graficd tamafio contra FL-1, FL-2 y FL-3, con el fin de
delimitar los controles negativos para identificar posteriormente las moléculas positivas. Una vez

marcadas las regiones ideales, se grafico FL-1 vs FL-2 y FL-3 vs FL-2.

Analisis estadistico. Los datos obtenidos fueron analizados mediante Graphpad PRISM™ 5.0a (La
Jolla, CA, USA) usando una prueba de Shapir-Wilk para valorar la distribucion de las poblaciones
celulares. Para las variables distribuidas asimétricamente se utilizd la prueba de “U” de Mann-

Whitney. Una P<0.05 se tom6 como diferencia estadisticamente significativa.
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VIl.  RESULTADOS

1.- Expresion basal de CD30 y CD153 sobre linfocitos T y B en sanos y pacientes con asma

La expresion basal de la molécula CD30 sobre linfocitos B en personas sanas fue de 1.83% contra
0.24% registrado en individuos asmaticos (Fig.1 panel A), mientras que en linfocitos T fue de
0.28% y 0.07% (Fig.1 panel B). Por otra parte, la expresion de CD153 en linfocitos B fue de 7.34%
vs 7.3% (Fig.1 panel C), mientras que en los linfocitos T se registrd una expresion de 9.06% contra
3.7% (Fig.1 panel D). No hay diferencias significativas en el porcentaje de expresion basal de CD30

y CD153 sobre linfocitos T y B entre personas sanas y asmaticas.

Figura 1. Porcentaje de
expresion de las moléculas
CD30 y CD153 sobre
linfocitos T y B. Los datos
representados son medianas
+ intervalo intercuartilico
(10-90), valor de p obtenido
mediante U de Mann-
Whitney.

Cuadro 1. Expresion basal de CD30, CD153 en células CD3"y CD19*

Paoblacion Sano (n=4) Asmatico (n=9) Valor de P
CD19*/CD30" 1.83 0.24 No significativo
CD3*/CD30" 0.28 0.07 No significativo

CD19°/CD153" 7.34 7.3 No significativo
CD3'/CD153" 9.06 3.7 No significativo

2.- Expresion de CD30 y CD153 sobre linfocitos T y B postcultivo en personas sanas y pacientes
con asma
En personas sanas, el porcentaje de expresion de CD30 sobre linfocitos B después de cultivo en

presencia de sueros con 2ng de concentracién sérica de sCD30 fue de 27.45%, mientras que en
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presencia de sueros con 0.4ng de concentracion sérica de sCD30 fue de 25%, ambas expresiones
fueron similares a la condicion sin suero que fue de 24% (Fig.2 panel A). Por otro lado, en personas
con asma el porcentaje de expresion registrado para 2ng de sCD30 fue de 5.53%; mientras que para
0.4ng fue de 5.95%; la condicidn sin suero obtuvo un valor de 5.68% (Fig.2 panel B). No se

encontraron diferencias estadisticas para ninguna condicion.

Figura 2. Porcentaje de
expresion de la molécula
CD30 sobre linfocitos B en
personas A) sanas y B)
asmaticas.

Los datos representados
son medianas * intervalo
intercuartilico (10-90), valor
de p obtenido mediante U
de Mann-Whitney.

El porcentaje de expresion de CD30 sobre linfocitos T en personas sanas post cultivo, resulto ser de
27.45% para la condicion con 2ng de sCD30, mientras que para 0.4ng fue de 20.75%, para la
condicidn sin suero se registré un total de 40.95% de expresion (Fig.3 panel A). En asmaéticos, el
porcentaje de expresion para 2ng y 0.4ng fue de 3.19% y 4.06% respectivamente, las cuales fueron
menores respecto a la condicion sin suero que resulté ser de 7.55% (Fig.3 panel B). No se

encontraron diferencias estadisticas en ambos grupos.

Figura 3. Porcentaje de
expresion de la molécula
CD30 sobre linfocitos T en
personas A) sanas y B)
asmaticas.

Los datos representados
son medianas * intervalo
intercuartilico (10-90), valor
de p obtenido mediante U
de Mann-Whitney.
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Por otro lado, el porcentaje de expresion de CD153 en individuos sanos sobre linfocitos B después
de cultivo tanto para 2ng y 0.4ng de sCD30 fueron de 54.6% y 61%, siendo éstos mayores respecto
la condicidn control la cual fue de 49.8% (Fig.4 panel A). Del mismo modo, en pacientes asmaticos,
la expresion para 2ng y 0.4ng resulto ser de 21.5% y 27.4% respectivamente, la condicion control

resulté en un 32.7% (Fig.4 panel B). Tampoco existieron diferencias significativas.

Figura 4. Porcentaje de
expresion de la molécula
CD153 sobre linfocitos B en
personas A) sanas y B)
asmaticas.

Los datos representados
son medianas * intervalo
intercuartilico (10-90), valor
de p obtenido mediante U
de Mann-Whitney.

En individuos sanos, el porcentaje de expresién de CD153 postcultivo sobre linfocitos T, resultd ser
de 47.65% y 49.25% para 2ng y 0.4ng de concentracion sérica de SCD30 respectivamente, mientras
que la condicidn sin suero fue de 68.3% (Fig.5 panel A). En personas asmaéticas, el porcentaje de
expresion de CD153 sobre linfocitos T postcultivo, fue de 18.7% y 17.9% para 2ng y 0.4ng
respectivamente, mientras que la condicion sin suero marco un total de 25.4% (Fig.5 panel B). No

hay diferencias representativas en la expresion de CD153 sobre linfocitos T.

Figura 5. Porcentaje de
expresion de la molécula
CD153 sobre linfocitos T en
personas A) sanas y B)
asmaticas.

Los datos representados
son medianas * intervalo
intercuartilico (10-90), valor
de p obtenido mediante U
de Mann-Whitney.
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3.-Comparacion de las condiciones postcultivo en la expresion de CD30 y CD153 en linfocitos T
y B de personas sanas y personas con asma

A su vez, se compar6 el porcentaje de expresion de las proteinas CD30 y CD153, sujetas a las
mismas condiciones de cultivo entre personas sanas y asmaticas.

En personas sanas, el porcentaje de expresion de CD30 sobre linfocitos T postcultivo sin sCD30 fue
de 40.95%, mientras que en personas asmaticas disminuyé a 7.55% (Fig.6 panel A); 5.42 veces
mayor expresion en personas sanas sin una P significativa. De la misma forma se registro que el
porcentaje de expresién de CD30 sobre linfocitos T fue 6.94 veces mayor para la condicion con 2ng
(Fig.6 panel B) y de 5.11 veces mayor para la condicion con 0.4ng de sCD30 (Fig.6 panel C)

respecto a individuos asmaticos; ambos resultados sin diferencia estadistica.

Figura 6. Porcentaje de expresion de la molécula
CD30 sobre linfocitos T postcultivo, en condiciones
de cultivo A) Sin Suero, con B) 0.4ng y C) 2ng, de
sCD30 entre personas sanas y asmaticas.

Los datos representados son medianas + intervalo
intercuartilico (10-90), valor de p obtenido mediante
U de Mann-Whitney.

Cuadro 2. Condiciones de cultivo en células CD3*/CD30"

Poblacién/Condicion Sano (n=4) Asmatico (n=9) Valor de P
CD3'/CD30" 40.95 7.55 No significativo
Sin suero
CD3*/CD30" 20.75 4.06 No significativo
[0.4ng]
CD3*/CD30" 22.15 3.19 No significativo
[2ng]
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De la misma manera, se observd que personas sanas expresan un mayor porcentaje de CD30 sobre
linfocitos B que pacientes asmaticos, tanto en la condicién sin suero (24% vs 5.68%) (Fig.7 panel
A) como en las condiciones para 0.4ng (25% vs 5.95%) (Fig.7 panel B) y para 2ng (27.45% vs
5.53%) (Fig.7 panel C) de concentracion sérica con sCD30. Sin embargo no se encontraron

diferencias validas para ninguna condicién.

Figura 7. Porcentaje de expresion de la molécula
CD30 sobre linfocitos B postcultivo, en condiciones
de cultivo A) Sin Suero, con B) 0.4ng y C) 2ng, de
sCD30 entre personas sanas y asmaticas.

Los datos representados son medianas + intervalo
intercuartilico (10-90), valor de p obtenido mediante
U de Mann-Whitney.

Cuadro 3. Condiciones de cultivo en células CD197/CD30"

Poblacién/Condicion Sano (n=4) Asmatico (n=9) Valor de P
CD19%/CD30" 24 5.68 No significativo
Sin suero
CD19"/CD30" 25 5.95 No significativo
[0.4ng]
CD19%/CD30" 27.45 5,53 No significativo
[2ng]

En personas sanas, el porcentaje de expresion de CD153 en linfocitos T, fue de 68.3% para la
condicién sin suero, mientras que individuos con asma fue de 25.4% (Fig.8 panel A); 2.68 veces
mayor en individuos sanos. En la condicién con 0.4ng de concentracion sérica de sCD30 (Fig.8

panel B), fue 2.75 veces mayor en personas sanas (49.25% vs 17.9%); el porcentaje de expresion
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para la condicion con 2ng de concentracion sérica de sCD30 (Fig.8 panel C) en personas sanas fue
de 47.65%, mientras que para personas asmaticas fue de 18.7% (2.54 veces mayor en sanos). No se

encontraron diferencias validas en ninguna condicién.

Figura 8. Porcentaje de expresion de la molécula
CD153 sobre linfocitos T postcultivo, en condiciones
de cultivo A) Sin Suero, con B) 0.4ng y C) 2ng, de
sCD30 entre personas sanas y asmaticas.

Los datos representados son medianas * intervalo
intercuartilico (10-90), valor de p obtenido mediante
U de Mann-Whitney.

Cuadro 4. Condiciones de cultivo en células CD3*/CD153"

Poblacién/Condicion Sano (n=4) Asmatico (n=9) Valor de P
CD3'/CD153" 68.3 25.4 No significativo
Sin suero
CD3'/CD153" 49.25 17.9 No significativo
[0.4ng]
CD3'/CD153" 47.65 18.7 No significativo
[2ng]

Finalmente, se analiz6 la expresion de CD153 sobre el porcentaje de linfocitos B, la condicion sin
suero mostré un efecto similar a lo descrito. Se registrd que las personas sanas, expresan una mayor
cantidad de células dobles positivas (49.8%) en comparacion con pacientes asmaticos (32.7%),
siendo 1.52 veces mayor la expresién en personas sanas (Fig.9 panel A), sin tener una diferencia
estadistica. Para la condiciéon con baja concentracion de sCD30 se registrd un total de 61% de
expresion en personas sanas, mientras que en asmaticos fue de 27.5%, la diferencia fue de 2.21

veces mayor en personas sanas (Fig.9 panel B). De la misma manera, para la condicién de alta
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concentracién sérica de sCD30, se registrO para personas sanas una expresion de 54.6% y para

asmaticos un total de 21.5%, la diferencia de expresion fue 2.53 veces mayor para personas sanas

(Fig.9 panel C). Tampoco se encontraron diferencias estadisticas en la expresion de éstas proteinas

entre personas sanas y personas que padecen asma.

Cuadro 5. Condiciones de cultivo en células CD19"/CD153"

Figura 9. Porcentaje de expresion de la molécula
CD153 sobre linfocitos B postcultivo, en condiciones
de cultivo A) Sin Suero, con B) 0.4ng y C) 2ng, de
sCD30 entre personas sanas y asmaticas.

Los datos representados son medianas +* intervalo
intercuartilico (10-90), valor de p obtenido mediante

U de Mann-Whitney.

Poblacién/Condicion Sano (n=4) Asmatico (n=9) Valor de P
CD19%/CD153" 49.8 32.7 No significativo
Sin suero
CD19°/CD153" 61 27.4 No significativo
[0.4ng]
CD19°/CD153" 54.6 215 No significativo
[2ng]

4.-Comparacion de las proteinas CD30 y CD153 entre la expresion basal y la expresion

postcultivo de individuos sanos y personas con asma.

Tanto para personas sanas como para personas con asma, se comparo la expresion basal para CD30

y CD153 contra sus distintas condiciones postcultivo. En linfocitos B de personas sanas, se observo

un incremento en el porcentaje de expresion de CD30 postcultivo (Fig.10 panel A). Para la
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condicion sin suero se registré un aumento de 13.11 veces (1.83% vs 24%), en la condicion de
0.4ng aumentd 13.66 veces (1.83% vs 25%) y para 2ng un total de 15 veces (1.83% vs 27.45%);
todas las condiciones obtuvieron una P < 0.05. La expresién de CD30sobre linfocitos T (Fig.10
panel B) también registré un aumento postcultivo, mientras que en la condicion basal la expresion
de la proteina fue menor a uno, en la condicion sin suero registré un aumento de 40%, para 0.4ng
aumento a un 20%, y para 2ng, se registré un aumento de 22%; las diferencias fueron significativas

con una P < 0.05.

Figura 10. Comparacién del porcentaje de expresion de la molécula CD30 sobre
(A) linfocitos B, y sobre (B) linfocitos T entre la condicion basal contra las
condiciones postcultivo; carente de suero, con [0.4ng] y [2ng] de sueros con
sCD30. Los datos representados son medianas + intervalo intercuartilico (10-90),
valor de p obtenido mediante U de Mann-Whitney.

De igual manera, en personas sanas se registré un aumento en el porcentaje de expresién de CD153
postcultivo sobre linfocitos B (Fig. 11 panel A) para las condiciones con alta y baja concentracion
sérica de sCD30. Similar a lo descrito, la expresion de CD153 sobre linfocitos T (Fig.11 panel B),
registr6 un aumento en las condiciones con sCD30. Resultados con un valor de P<0.05. Sin
embargo para las condiciones sin suero, no se obtuvo una diferencia significativa en el porcentaje

de expresion entre el estado basal y postcultivo.
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Figura 11. Comparacién del porcentaje de expresion de la molécula CD153
sobre (A) linfocitos B, y sobre (B) linfocitos T entre la condicién basal contra
las condiciones postcultivo; carente de suero, con [0.4ng] y [2ng] de sueros con
sCD30. Los datos representados son medianas + intervalo intercuartilico (10-90),
valor de p obtenido mediante U de Mann-Whitney.

De la misma forma en pacientes asmaticos se comparo la condicion basal contra las condiciones
postcultivo. Aungue el porcentaje de expresion de CD30 basal sobre linfocitos B fue menor a uno,
en las condiciones de cultivo se obtuvo un aumento significativo (P <0.005) tanto en la condicion
sin suero (5.68%), con 0.4ng de suero (5.95%) y para la condicién con 2ng (5.53%) (Fig.12 panel
A). Similar al comportamiento basal en los linfocitos B, el porcentaje de expresién de CD30 sobre
linfocitos T fue menor a 1, misma que aumentd postcultivo tanto para la condicién sin suero

(7.55%), con 0.4ng (4.06%) y 2ng (3.19%) (Fig.12 panel B), resultados con una P < 0.0005.

Figura 12. Comparacién del porcentaje de expresién de la molécula CD30 sobre
(A) linfocitos B, y sobre (B) linfocitos T entre la condicion basal contra las
condiciones postcultivo; carente de suero, con [0.4ng] y [2ng] de sueros con
sCD30. Los datos representados son medianas + intervalo intercuartilico (10-90),
valor de p obtenido mediante U de Mann-Whitney.
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Por Gltimo y de la misma manera, se compar0 el porcentaje de expresion de CD153 sobre linfocitos
B (Fig.13 panel A) en pacientes asmaticos entre el estado basal contra las condiciones postcultivo:
carente de sCD30 (7.3% vs 32.7%), con 0.4ng (7.3% vs 27.4%) y con 2ng (7.3% vs 21.5%), aunque
es evidente un aumento postcultivo no se encontraron diferencias significativas. En el mismo
sentido, se compard la expresion de la proteina en linfocitos T (Fig.13 panel B): condicién sin suero
(3.7% vs 25.4%), 0.4ng (3.7% vs 17.9%) y 2ng (3.7% vs 18.7%), sin embargo, sélo en las
condiciones sin suero y con 2ng, se observo un aumento significativo de expresion de 6.86 y 5.05

veces mayor respecto a la condicion basal (P<0.05%).

Figura 13. Comparacion del porcentaje de expresion de la molécula CD153 (A)
linfocitos B, y sobre (B) linfocitos T entre la condicion basal contra las
condiciones postcultivo; carente de suero, con [0.4ng] y [2ng] de sueros con
sCD30. Los datos representados son medianas + intervalo intercuartilico (10-90),
valor de p obtenido mediante U de Mann-Whitney.

VIII. DISCUSION

La expresion basal de CD30 en personas asmaticas (<1%) resulté conforme a lo reportado por la
literatura*®, la cual menciona que esta es una molécula que no se expresa en un estadio basal, por lo
gue para observar su expresidn, necesita que las células sobre las que se expresa, en este caso

linfocitos T y B, entren en estado de activacion*’; sin embargo en personas sanas, se registraron
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valores del casi 2% de expresion de CD30 sobre la poblacion total de linfocitos B, y menor a 1%
sobre la poblacion total de linfocitos T (Cuadro 1).

La expresion basal de su ligando (CD153) sobre la poblacion de linfocitos B resulté ser similar
entre ambos grupos de estudio (~7%). En el caso de los linfocitos T, se registré una mayor cantidad
de expresion en individuos sanos (9%) a comparacion de personas asmaticas (3%), sin encontrar
diferencias estadisticas entre ambos grupos (Cuadro 1). De igual manera, nuestros resultados
concuerdan con la literatura, ya que es una proteina que se expresa en niveles bajos en un estado
basal®**®“°_ En estos primeros resultados, y con base en los estudios de Nam Sang-yun® y Polte®’, se
esperaba que los pacientes asmaticos expresaran mayores cantidades de CD30 y CD153 con
respecto al grupo control, ya que como ellos describen, algunos sintomas de alergia como
reclutamiento eosinofilico, inflamacidn de vias aéreas, produccion de IL-5 e IgE, son resultado de la
interaccion entre ambas moléculas.

En ambos grupos de estudio, disminuyd el porcentaje de expresion de CD30 sobre
linfocitos T en las condiciones adicionadas con CD30 soluble (Fig.2 y 4). En el caso de CD30 sobre
linfocitos B, se registré porcentajes de expresién similares (Fig.3), slo en la expresion de CD153
sobre linfocitos B (Fig.5), se encontrd que en individuos sanos CD30 soluble aument6 el porcentaje
de expresién de esta proteina, y en el caso del grupo de estudio, la expresion disminuyd. Estos
resultados pueden explicarse debido a que los sueros con CD30 soluble, también presentan factores
solubles como citocinas reguladoras que pueden inhibir la expresién de las proteinas de estudio. En
los resultados postcultivo, se esperaba que CD30 soluble aumentara el porcentaje de expresion tanto
de CD30, como de CD153, ya que CD30 soluble se une facilmente a su ligando, y la gravedad de la
enfermedad se relaciona con la cantidad de CD30 soluble presente en suero, ademas de que, segun
lo descrito en modelo murino, la presencia de ambos receptores repercuten en sintomas de asma; sin
embargo no hubo diferencias estadisticas entre los porcentajes de expresion en las tres condiciones
de cultivo (Fig.2-5), por lo que estos resultados muestran que los sueros con CD30 soluble no
afectan la expresion de nuestras proteinas de estudio. Por otro lado, cabe destacar que en estas
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imagenes, se observan mayores cantidades de expresion tanto de CD30 como de CD153 sobre
linfocitos T y B en personas sanas a comparacion de asmaticos, motivo por el cual, se compararon
los porcentajes de expresién sobre linfocitos T y B entre ambos grupos para observar posibles
diferencias.

En personas sanas, el porcentaje de expresion de CD30 sobre linfocitos T (Fig.6) fue 6
mayor respecto a individuos asmaticos y en el caso de los linfocitos B (Fig.7) 4 veces mayor. En
personas sanas se obtuvo que los porcentajes de expresion de CD153 (Fig8), sobre linfocitos T,
fueron poco mas del doble, sin embargo, la expresion de CD153 en linfocitos B, aumento en las
condiciones donde se le adicionaron los sueros con CD30 soluble; en cambio en el grupo de
estudio, los porcentajes de expresion disminuyeron (Fig.9). Aunque es evidente el aumento en el
porcentaje de expresion de estos receptores, no hubo diferencias estadisticas, lo que podria
explicarse con base en el trabajo de Barbano®, quien describe que los pacientes que tienen
tratamiento, tienden a expresar niveles normales en las proteinas de estudio. Cabe aclarar que los
pacientes de nuestro grupo de estudio, aunque son individuos de reciente diagnéstico es posible que
lleven tratamiento, ya que de acuerdo con la clasificacnén del GINA (Tabla 1), el asma moderado
persistente, es una enfermedad que afecta la vida diaria por lo que requiere sea controlada. También
es posible que para observar una diferencia estadistica entre ambos grupos, sea necesario aumentar
el nimero de invididuos a estudio tanto del grupo control, como del problema.

Finalmente, se compar0 el porcentaje de expresion previo a cultivo celular contra las
diferentes condiciones de postcultivo. Se observé que PHA es un mitégeno que favorece la
expresion de CD30 en ambos grupos de estudio (Fig.10 y 12). De igual manera se observé que PHA
aumentd la expresién de CD153 sobre linfocitos T y B (Fig.11) de personas sanas, sin embargo en
pacientes con asma, no existen diferencias en el porcentaje de expresion de la proteina sobre
linfocitos B (Fig.13), sin embargo, si tiene un efecto positivo en la expresion de CD153 sobre
linfocitos T. Resultados concordantes con la literatura, ya que mencionan que el mitégeno PHA
induce la expresion de CD30 sobre linfocitos T>%.

32



AUn no se ha esclarecido totalmente la importancia de éstas moléculas en enfermedades alérgicas, y
sobre todo en las complejas interacciones que suceden In vivo. Hace falta mas investigacion para
conocer la importancia directa de CD30 y CD153 en la muerte celular programada y por ende, en el

desarrollo de enfermedades alérgicas como el asma.

IX. CONCLUSIONES

Se observé que PHA induce la expresion de CD30 entre ambos grupos de estudio, ademas favorece
la expresion de CD153 en personas sanas. Los sueros que contienen sCD30 no afectaron la
expresion In vitro de CD30 ni de CD153 después de 3 dias de cultivo en presencia de PHA; sin
embargo, es importante remarcar que en personas sanas, el porcentaje de expresién de CD30 vy

CD153 tienden a ser mayor a comparacion de asmaéticos.
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XI.  ABREVIATURAS

CCL5
CCR3
CD
CD30L
Der P
ECP
EPO
EDN
FceRlI
FceRII
GINA
GM-CSF
IL2
IL4
IL5
IL10
IL13
IFN-y
MHC
ICOSL
ICOS
Ig

LT
LTC4
LTD4
LTE4
MBP
OVA
PAF
TH1
TH2
PBS
PHA
sCD30
TACE
TCR
TH2
TNF
TNF-p
TNFR

Ligando de quimiocinas 5

Receptor de quimiocinas 3

Cdamulo de diferenciacion (cluster of differentiation)
CD30 Ligando

Dermatophagoides pteronyssinus

Proteina cationica del eosinofilo

Peroxidasa del eosinofilo

Neurotoxina derivada del eosinéfilo

Receptor de alta afinidad para cadenas pesadas épsilon
Receptor de baja afinidad para cadenas pesadas épsilon
Iniciativa Global para el Asma

Factor estimulador de colonias de granulocitos y monocitos
Interleucina 2

Interleucina 4

Interleucina 5

Interleucina 10

Interleucina 13

Interferon gamma

Complejo mayor de histocompatibilidad

Ligando del coestimulador inducible de células T
Coestimulador inducible de células T
Inmunoglobulina

Leucotrienos

Leucotrieno C4

Leucotrieno D4

Leucotrieno E4

Proteina basica mayor

Ovoalbimina

Factor activador de plaquetas

Células T cooperadoras de tipo 1

Células T cooperadoras de tipo 2

Solucién amortiguadora salino fosfato
Fitohemaglutinina

CD30 soluble

Enzima de conversion alfa del factor de necrosis tumoral
Receptor de células T

Células T cooperadoras de tipo 2

Factor de necrosis tumoral

Factor de necrosis tumoral beta

Receptores del factor de necrosis tumoral
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XIlI.

ANEXOS

Tabla 2. Anticuerpos acoplados a distintos flourocromos utilizados durante marcaje celular

FL-1 (FITCH) FL-2 (PE) FL-3 (PerCP-Cy5.5)
CD19 X
CD30 X
CD153 X
CD3 X
Tabla 3. Personas involucradas en el estudio
Edad Sexo Diagnéstico
9 Femenino Sano
8 Femenino Sano
9 Masculino Sano
7 Masculino Sano
11 Femenino Asmatico
9 Masculino Asmatico
8 Femenino Asmatico
8 Masculino Asmatico
9 Masculino Asmatico
10 Femenino Asmatico
8 Masculino Asmatico
7 Masculino Asmatico
8 Masculino Asmatico
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En la grafica de tamafio contra granularidad obtenida por citometria de flujo, se delimito el
area de linfocitos(1). Una vez seleccionada el area(2), se graficaron dos parametros: tamafio
vs los diferentes fluorocromos (3) con el objetivo de delimitar nuestro control negativo para
identificar posteriormente el area de linfocitos T y B.
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Los limites marcados con los controles de isotipo, fueron aplicados a las poblaciones
celulares marcadas con anticuerpos para CD3, CD19, CD30 y CD153, con el fin de tener
las poblaciones positivas para éstos.
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Imagen representativa de triple inmunofluorescencia basal
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