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INTRODUCCION

1.- INTRODUCCION

El sistema inmune utiliza un sistema de vigilancia quimico altamente organizado
para reconocer y combatir un impresionante nimero de substancias extrafias
(antigenos). Esos antigenos (Ags) extrafios son detectados por receptores antigeno-
especificos y levados a los linfocitos los cudles son entonces activados y con ello se
desencadena una respuesta inmune. Los linfocitos pueden ser divididos en células
derivadas del timo (linfocitos T} que pueden actuar combatiendo patdgenos
intracelulares (inmunidad celular) y las células derivadas de la médula ¢sea (Linfocitos

B) que protejen contra patdgenos extracelulares (inmunidad humoral) '

Existen dos tipos de linfocitos T (LT), los LT citotoxicos capaces de combatir
células infectadas, y los LT inductores, los cuales ayudan a los linfocitos B (LB) a
combatir las infecciones mediante la provisién de citocinas especificas. Los LB
antigeno-especificos maduros responden a {os  antigenos proliferando vy
diferenciandose a células plasmaticas secretoras de anticuerpos. Todos éstos procesos
anteriores se alcanzan soélo si los LT son activados y si éstos ejarcen su funcion
efectora sobre sus células blanco, p. ej. en LB. La activacion de LT requiere de la
estimulacién coardinada de proteinas tirosina-cinasas y un aumento de la
concentracién de calcio (Ca %) intracelular, lo cual induce, entre otros eventos, la

expresion de la cadena o del receptor de Interleucina 2 (IL-2Ro) y el ligando de CD40

(CD40L).

F.Q., UNAM. 1



INTRODUCCION

El reconocimiento de [L-2 por células que expresan el !L-2R, regula su
crecimiento y diferenciacion. Uno de los efectos principales que ejerce CD40L sobre LB
através de la interaccion con CD40, es el cambio de isotipo de inmunceglobulinas {IgM a

lgG) 2.

Durante su ontogenia, las células del sistema inmune desarrollan, en forma
aleatoria la capacidad para responder contra los Ags extrafios o propios. La mayoria de
los LT y LB que reconocen a los Ags propios son eliminados inmediatamente después
de su generaci6n o inactivados en la periferia (tolerancia inmunolédgica). El fenémeno

mediante el cual no existe tolerancia hacia lo propio se conace como autcinmunidad.

En la inmunosupresién, en general, se inhibe la respuesta inmune mediante el
uso de agentes inmunosupresores. Dentro de los farmacos inmundsupresores mas
potentes se encuentran los glucocorticoides y dentro de sus acciones antiinflamatorias
inciuyen la inhibicién de la produccion de diversas citocinas lo que resulta en un brusco
abatimiento de la respuesta inmune tanto humoral como celular. Ademas, un efecto
conocido pero poco estudiado de los glucocorticoides es la supresion de la produccion

de igs *°.

En el laboratorio de investigacién en inmunobiologia del CMN SXXI, una de las
lineas de investigacion es el estudio de la interaccion CD40-CD40L en la patogenia de
las enfermedades autoinmunes, principalmente del lupus eritematoso sistémico (LES).

Una de las manifestaciones mas caracteristicas de esta enfermedad, es la formacion

F.Q., UNAM, 2



INTRODUCCION

de anticuerpos (Acs) autoreactivos anti-nucleares (DNA, histonas etc.) principalmente
del isotipo IgG. Se ha observado que en los pacientes con LES, el tratamiento con
glucocorticoides disminuye la agresividad de la enfermedad y la concentracién sérica

de igs.

Por lo que el objetivo principal de esta tesis es determinar el mecanismo por el
cual los glucocorticoides afectan la interaccién CD40-CD40L lo que resulta en la

supresion de la preduccién de las lgs y en el cambio de isotipo.

F.Q., UNAM. 3



ANTECEDENTES

2. ANTECEDENTES

2.1.- EVENTOS EN LA ACTIVACION DE LOS LINFOCITOS T

Los linfocitos T juegan un papel centrai en la respuesta inmune especifica hacia
Antigenos proteinicos. Para iniciar una respuesta inmune antigeno-especifica, es
necesario que una célula presentadora de antigenos (CPA) capte un Ag proteinico, lo
internalice, lo procese y presente péptidos derivados del mismo (determinantes
antigénicos) en el contexte de moléculas del complejo principal de histocompatibilidad
(MHC) . La activacion antigeno-especifica de LT requiere de tres eventos, la adhesion,
el reconocimiento y la coestimuiacion. En fa adhesién los LT interactdan con las CPAs
através de ligandos y receptores expresados en la superficie de ambas células. Dentro
de éstos ligandos y receptores se encuentran como ejemplos : LFA-3 en una CPA
interactuando con CD2 en LT, ICAM-1 con LFA-1, etc. Como consecuencia de ésta
unién, la fuerza de adhesién entre la CPA y el LT se incrementa por fa partcipicacién de
muchas de estas moléculas llamadas de adhesion. Esta propiedad asegura que el LTy
fa CPA permaneceran unidas una a otra lo suficente para permitir otras interacciones
funcionales necesarias o para asegurar que el LT ejerza su funcién efectora sobre la
CPA 2% En el reconocimiento, los LT reconocen através de su _receptor (TCRY},

antigenos peptidicos asociados a las moléculas del MHC 27,

F.Q, UNAM 4



ANTECEDENTES

Ademas de la interaccion del complejo MHC-Ag con el TCR, para el inicio de la
activacion del linfocito T, se requiere de 5 moléculas mas que se asocian de manera no
covalente con el TCR. Tres de esas cinco son las cadenas invariantes v, § y ¢ del CD3,
y a este complejo TCR-CD3 se asocian las cadenas individuales homodiméricas £-¢ y
las heterodiméricas -. A este complejo TCR-CD3 se encuentran también asociadas
las moléculas correceptoras CD4 o CD8 y al cual puede asociarse la tirosina-fosfatasa
CD45 después de! reconocimiento antigénico ®. A la interaccion &e ligandos con
receplores que genera sefiales intracelulares, que no son antigeno-especificas ni
restringidas por el MHC pero que son necesarias tanto para la secrecién de citocinas
como para la proliferacién celular y la funcién efectora, se le denomina coestimulacion®,
Las moléculas accescrias se han clasificado entre aguellas mediadas de adhesién y
aquellas que transducen sefiales, sin embargo esto no es del fodo absoiuto, ya que las

primeras pueden también transducir sefiales y viceversa.

2.2.- TRANSDUCCION DE SENALES.

La fosforilacion como la desfosforilacién son mecanismos basicos en las
cascadas de eventos intracelulares que inician la activacion def LT. Asl, después del
reconocimiento del complejo antigeno-MHC por el TCR, CD45 desfosforila a las
cinasas p59f‘m y p56'°“, las cudles se encuentran asociadas a diferentes componentes

del complejo TCR (CD3, CD4 o CD8 y la cadena &), activandolas para que éstas

G
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ANTECEDENTES

puedan fosforilar los residuos abundantes en tirosina de las cadenas . La fosforilacidn
de las cadenas ¢ permite la unién de la cinasa ZAP-70 cuya fosfori[aci;')n por Fyn o Lck
le permite ejercer su actividad sobre Ras y la fosfolipasa C-y (PLC-y) . Esta ulttma
escinde el fosfatidilinositol a diacilglicerol (DAG) y trifosfato de inositol (iP3). El DAG
activa a la protein-cinasa C (PKC) la cudl activa a! factor de transcripcion NF-«xB ElP3
incrementa la concentracion de Ca®" intracelular activando a la fosfatasa calcineurina
que a su vez activa al factor de transcripcion NFAT (Figura 1). Ras activa una cascada
de cinasas que induce y activa a Fos, un componente dei factor transcripcional AP-1 {
compuesto de las proteinas fos y jun). Una vez que los factores de transcripcion son
activados y translocados al nicleo, se unen a los promotores de genes de linfocinas
que aumentan o disminuyen la sintesis de citocinas, la expresion de los receptores de

citocinas y la proliferacion celular "**7#,

F Q. UNAM. 6



ANTECEDENTES

EFIGURA 1.- Sefializacién de caicio inducida por el Antigeno. El TCR responde al complejo MCH-Ag
através de la estimulacion de la PLCy1 para generar IP3, el cual al unirse a su receptor libera Ca 2 del
reticulo endopldsmico. Si existen reservas vaclas de Ca 2 pueden generarse sefiales que abren canales
de caiclo en la membrana plasmatica. La aperiura de dichos canales se ve facilitada por la
hiperpolarizacion mantenida por los canales de K * (tomado de Berridge M. B}

2.3.- COESTIMULACION Y CD28

La transduccién de sefiales generada através de la interaccion del complejo TCR
con el Ag en el contexto del MHC, no es suficiente para la activacion de LT, por lo que
se requiere la presencia de sefiales coestimuladoras. La coestimulacion es un evento
necesario para la induccion de la sectecion de citocinas, para la proliferacion celular y
para ejercer la funcion efectora. Si la sefial coestimuladora no ocurre, los LT entran en
10

estado de no respuesta denominado anergia Dentro de las interacciones

F.Q, UNAM, . 7



ANTECEDENTES

coestimuladoras se encuentran CD28 con CD80 (B7.1) o CD86 (B7.2); CD40 con
CD40L y CD27 con CD70. CD28 es una molécula coestimuladora presente en el LT, es
una glucoproteina homodimérica de 90 kDa y su expresion puede ser aumentada con
el uso de los ésteres de forbol (PMA) o anticuerpos anti-CD3 (p. ¢j OKT3). Se ha
reportado que los anticuerpos monoclonales (mAcs) anti-CD28 incrementan la sintesis
de IL-2 y la proliferacién de LT estimulados con anti-CD3 o mitégenos, pero el uso de
Acs anti-CD28, por si mismos, son incapaces de originar la proliferacion de LT y no

tienen efecto en la produccién de las citocinas ™",

La transduccién de sefales generadas através de CD28 no son muy claras pero
se piensa que en la expresion del gen de IL-2, las sefiales generadas por el complejo
TCR-CD3 y las generadas por CD28, convergen en el nicleo con la formacion del
complejo NF-AT-AP-1, necesario para la transcripcion de IL-2. De ésta manera la
transduccion de sefales via TCR-CD3 dirigiria que NF-AT sea translocado al nicleo,
mientras que la transduccién de sefales via CD28 podria contribuir a la formacion de

AP-1 através de la fosforilacién de jun *? (Figura 2).

F.Q., UNAM 8
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FIGURA 2.- Mapa de !a transduccidn infracelular de sefiales cuando los LY son activados. La
secuencia comienza con la interaccién del antigeno unido al MHCII con el TCR y culmina varias horas
despuas en proliferacién ¢ apoptosis Durante ésta secuancia, la informacion es transmitida de un
compenente de transduccion de sefiales a una via préxima que cuenta con receptores, precursores,
transductores, cassettes de transduccién de sefiales y efectores citoplasmicos y nucleares ( tomado de

Berridge M. ),

2.4.- ACTIVACION NO FISIOLOGICA

La activacion no fisioldgica del LT es mediada por un grupo de mAcs que
reconocen la superficie del TCR. Estos incluyen los mAcs anti-TCR y anti-CD3. Como
se menciond anteriormente, CD3 tiene un papel muy importante en la transduccidn de

sefiales, por tal motivo los mAcs anti-CD3 son los mas utilizados.

F.Q., UNAM.



- ANTECEDENTES

Otros anticuerpos contra antigenos de superficie de LT, como anti-CD2, tambén

pueden activar a LT.

Entre los estimules no fisioldgicos para la activacién de LT se incluyen diversas
lectinas vegetales (fitohemaglutinina, PHA; concanavalina A, ConA), iondforos de calcio
(lonomicina), ésteres de forbol {forbol miristato-acetato, PMA}, y agentes oxidantes,
entre otros. Los ésteres de forbol tienen una parte estructural similar al DAG pero éstos
son mas estables a la degradacién enzimatica, por lo que mimetizan la activacién de
las PKCs durante mayor tiempo( Figura 3). Los ionéforos de calcié incrementan la
concentracion de Ca®" intracelular, al igual que el IP3, y activan la calcineurina. Los

anticuerpos anti-CD28 coestimulan la activacion del LT 5

Gha
(C<H2)12
O= ?ﬂ"o
| =
HaC C;HS
*f R HoG  H 3
O—C é=o
JJ J) o
(L !: HO CH,OH
HyG—CH—CHZ0H
DAG PMA

FIGURA 3. Estructuras det diacil glicerol (DAG) y el 4-forbol-12-
miristato-13-acetato (PMA). El PMA es utlizado para mimetizar los
estimulos generados por el DAG debido a su homologia y estabilidad
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2.5.- ACTIVACION DE LINFOCITOS B.

Al igual que su contraparte en los LT, el receptor de los LB (BCB) tlene multiples
componentes, que consisten basicamente de la inmunoglobulina de superficie (slg)
asociada no covalentemente con un heterodimero de Iga (CD79a) e Igp (CD79b) #2. EI
BCR contiene, en su dominio intracelular, residuos abundantes en tirosing, los cuales
son fosforilados por las PTK's src y Syk y permiten la asociacién de otros componentes.
La secuencia exacta de eventos no esta completamente dilucidada, pero se ha descrito
transduccion de sefales semejante a la que sucede en LT via el TCR. Asi, diversos
transductores de sefiales, tales como SHC, PLCy y Pl 3-K, han sido encontrados en los
LB Bl procesamiento de la informacién através del BCR puede ser modulado por
una variedad de receptores transmembranales que no dnen antigenos, mediante el
ajuste de la sensibilidad del BCR dependiendo de la naturaleza y el sitio de accién del
antigeno. El receptor complejo CD19/CD21 permite al LB determinar la intensidad de la
respuesta inmune hacia al antigeno en camino. Asi, si el antigeno estd unido
covalentemente con moléculas C3, no solo se unird a slg, sino que también se uniura al
complejo CD19/CD21. Por lo que después de la internalizacién del Ag , la region
citoplasmica de CD19 comienza ser fosforilada dirigiendo la formacién de elementos de
transduccion tales como Pl 3-K y Vav, de ésta manera fa respuesta del sistema de
reconocimiento es aumentada enormemente ™. Se ha demostrado que CD22, una
molécula accesoria de adhesidn que reconoce glucoproteinas, puede modular la
transduccion de sefiales através del BCR. Por lo que después de la activacion del BCR,

CD22 comienza a ser fosforilado en sus residuos en tirosina, lo cual activa una PTP

F.Q., UNAM, 11



ANTECEDENTES

(SHP) y asi el complejo CD22/SHP actia como un regulador negativo de la

transduccion de senales 1%,

Un sistema simitar de regulaciéon negativa del complejo BCR es mediado por
FCyRIIb1, un receptor de baja afinidad para el fragmento Fc de lgG. FCyRIIb1 también

conlleva a la fosforilacidn de tirosinas y a la asociacién de SHP 1816

El reconocimiento especifico de antigenos extrafios por slg induce la
proliferacién de LB y su diferenciacion a células plasmaticas, las cuales producen lg's
solubles contra el Ag, o a células de memoria, que pueden responder rapidamente a
encuentros subsecuentes con el mismo antigeno. Este proceso, sin embargo, requiere
de la ayuda de LT activados, La activacién antigeno especifica de LT es dependiente
de las interacciones con CPAs especializadas, tales como LB. Una vez activos, los LT
promueven la activacion de LB tanto por la accion de las citocinas, p.gj. IL-2, 4, 6 y 5,

como por contacto directo intracelular através de ligandos y receptores 23

2.6.- EL RECEPTOR DE IL-2

La -2 es una citocina derivada de LT y participa en !a regulacion del
crecimiento y la diferenciacién de una variedad de células que expresan el receptor de

IL-2 (IL.-2R), tales como LT, LB y macréfagos.
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Ei IL-2R iniciaimente es de intermedia afinidad y consiste de las cadenas B y 7.
permitiendo a LT responder sélo a altas concentraciones de IL-2. Déspués de la
liberacion de IL-2, ésta se une al receptor de intermedia afinidad desencadenando un
conjunto de sefiales intraceluares que permiten la expresion de la cadena o del RIL-2.
La cadena o por si misma es de baja afinidad pero cuando se asocia a las cadenas p y
y forman al IL.-2R de alta afinidad, el cual permite a LT responder a bajas
concentraciones de IL-2 7. La transcripcién maxima y sostenida del gen de !L-2Ra es
modulada por la misma IL-2 (principaimente), actuando como un regulador positivo de
retroalimentacion en la expresion del IL-2R (regulacion autocrina), y por estimulos

externos (paracrinos) como IL-1 y TNF *&%.

Después de ia activacién de LT, hay una congregacion deé serina/treonina
cinasas y tirosina cinasas (p.ej., !ck, fyn, Syk, JAK1 y JAK3) en las cadenas
intracelulares que conforman al RIL-2. Asi, JAK1 y JAK3 son recluidas al complejo IL-
7R donde fosforilan diversos sitios de las cadenas $ y y que entonces Unen
transductores de sefales y activadores de transcripcion (STATs). Los JAKs fosforilan
los STATSs, los cudles viajan al nicleo para activar la transcripcion. Se han identificado
algunos ofros eventos en ésta transduccién de sefiales, como p. ej.. Syk activa myc
mientras que Ick a fos através de la via de ras; Bel-2 el cual es critico para la
sobrevida y proliferacién celular, parece ser regulado através de Pl 3-K. Ademas de fa
estimulacion de los genes fos,myc y Bcl-2, la via de IL-2 se intersecta con las proteinas

del cicio celular responsables de la iniciacién de la proliferacion celular.
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La entrada a la fase S del ciclo celular es regulada por las ciclinas G1 (ciclina D y
E) y sus cinasas asocidas dependientes de ciclinas (Cdk}. Los complejos ciclina E/Cdk2
se mantienen secuestrados por proteinas inhibitorias tales como p21y p27P. En LT,
un importante papel del sistema de transduccién de seftales de la IL-2 es remover la
proteina inhibitoria p27P, activando de esta manera Cdk2 y dirigir la entrada a la fase S

del ciclo celutar %%,

2.7.- LA INTERACCION CD40-CD40L

CD40 es una glucoproteina transmembranal tipo | que pesa aproximadamente
50 kDa y es expresadoa en células con alta potencia proliferativa, tales como
progenitores hematopoyéticos, LB y células epiteliales, asi como en CPAs, como
células dendriticas, monocitos activados, LB y células dendriticas foliculares. EI CD40L
es una glucoproteina de membrana tipo I de 39 kDa, que pertenece a la superfamilia
del factor de necrosis tumoral (TNF). CD40L es preferentemente expresado en LT
CD4" activados via su TCR, y en niveles variables, también es expresado en algunos

monacitos, células NK, mastocitos, basofilos, LB y LT CD8.

La interaccién CD40-CD40L juega un papel central en la respuesta inmune y es

crucial para la respuesta de L8 hacia Ag *"*.
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Estudios in vive han demostrado que la interferencia en ésta interaccion, bien
sea por manipulacion en los genes o por la administracion de mAcs contra éstas
moléculas, inhiben tanto la respuesta inmune primaria y secundaria a Ags dependientes
de LT, previenen la formacién de centros germinales y la generacion de células B de
memaria, En humanos, las mutaciones en el gen que codifica para el CD40L resuitan
en el sindrome de hiper-IgM. Dicha inmunodeficiencia es caracterizada por la
incapacidad de producir Acs de los isotipos 1gG e [gA contra los Ags extrafios. Muchos
estudios in vifro han demostrado que la estimulacién de LB via CD40 induce su
activacion, resultando en proliferacion y secrecién de Igs, asi como también induce
cambio de isotipo de Igs {switch) en presencia de las citocinas apropiadas y dirige la
generacion de células B de memoria B2 Asi para el cambio de isotipo lgM a igG4 e

IgGE se requiere la presencia de IL-4, la cual es liberada por LT activados.

Cuando la interaccién CD40-CD40L es bloqueada in vitro con CD40 soluble o
con mAcs anti-CD40L, los LB no pueden proliferar o producis fgs en respuesta a las
sefales proporcionadas por LT, indicando que la interaccion es requerida para la
transduccion de sefiales 2. La estimulacién con CD40L. no sélo se presenta en LB sino
en los diversos tipos celulares expresando el CD40; por ejemplo, en monocitos la
interaccion con CD40L resulta en la induccion de la expresion de citocinas y actividad

tumurocida, en macréfagos amplifica la actividad microbicida.

No existen reportes acerca de la transduccion de sefales generadas através de

CD40L o si éstas existen, en contraste a las generadas através de CD40. La
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transduccion de sefales via CD40 resulta en la activacion de factores de transcripcion,
p.ej. NF-xB, y es diferente de la generada por el BCR *'. Estudios recientes han

mostrado que CD40 puede proveer una sefial coestimuladora a LT.

Asi en el dialogo que se mantiene entre CD40-CD40L , se induce un aumento en
la expresion de CDBO/CDB6 en LB que a su vez coestimulan LT via C_D28!CTLA4, los

cuales, mediante un ciclo de regulacidon positiva, aumentan su expresién de CD40L

21,28

2.8.- GLUCOCORTICOIDES E INMUNOSUPRESION.

Los esteroides adrenales tienen una estructura basica de 17 carbonos que
constituyen al nucleo del ciclopentanoperhidrofenantrenc. El esqueleto de los
glucocorticoides contiene 4 carbonos adicionales a ésta estructura: dos grupos metilos
se encuentran en las posiciones C-18 y C-19, y en C-17 se encuentra-una cadena que
contiene los dos carbonos restantes (Figura 4). Para la actividad de los

glucocorticoides se requiere un grupo hidroxilo en la posicién C-11.
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CORTISOL
(HDROCORTISONA)

FIGURA 4. Estructura del esqueleto de los glucocorticoides y del
glucccorticoide sintético dexametasona.

Los glucocorticoides son los agentes farmacolégicos anti-inflamatorios e
inmunosupresores mas potentes. Son preferentemente administrados en procesos
inflamatorios que en inmunosupresores. La Dexametasona e;a uno de los
glucocorticoides sintéticos mas ampliamente prescritos y es utilizada clinicamente tanto
para inmunosupresion sistémica como local, y es 25 veces mas potenete que la
hidrocortisona. Los glucocorticoides, en general, inhiben fa sintesis de citocinas y

moléculas de superficie requeridas para funciones inmunes %

La activacion transcripcional de genes de citocinas y moléculas de adhesion es
critica en la activacion de respuestas inmunes e inflamatorias y son reprimidas por
glucocorticoides. Sin embargo no se han encontrado elementos represivos de
glucocorticoides en los promotores de citocinas. El mecanismo de accion por el cual los
glucocorticoides generan la inmunosupresién, en general, no es del todo conocido,

aunque se sabe que suprimen la secrecion de IL-2.
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El promotor de IL-2 contiene efementos en cis requéridos para una maxima
induccion durante la activacion de LT v los cudles son reconocidos por Oct-1 (2), NF-
AT-AP-1 (4), NF-AT (1) y NF-«B(1) (Figura 5). NF«xB se encuentra presente
constitutivamente pero es secuestrado en el citoplasma por la asociacidn con una
molécula inhibidora llamada IkB. PKC media la fosforilacion del IkB resultando en su
disociacién del NF-«xB permitiendo asi la migracion de! factor de transc;'ipcién al nucleo,
uniéndose al promotor de IL-2 y aumentando Ia transcripcién del gen *. Después de la
unién de los glucocorticoides con su receptor citoplasmico, el complejo ligando-receptor
es traslocado al nicleo como factor de transcripcion y modula la expresion de genes
especificos que codifican proteinas implicadas en ia accion de los glucocorticoides. Se
ha demostrado que el mecanismo por el cual los glucocorticoides inhiben la sintesis de
IL-2 es por la inducién de la transcripcion del gen que codifica para IkB. Asi el NF-xB
recién liberado se reasocia con el nuevo kB formado, reduciendo la posibilidad que el

B30 Esta disminucion en el NF-xB nuclear inhibe

NF-xB se transloque al nucleo
marcadamente la secrecldn de citocinas. A nivel celular, los glucocorticoides inhiben el
acceso de los leucocitos a sitios de inflamacion, interfieren con funciones leucocitarias,
células endoteliales y fibroblastos. Ademéas en LB pueden inhibir ta produccion de Ig's
in vivo y el mecanismo de accion no es completamente claro M Todos estos eventos

descritos anteriormente, bloquean eficazmente la activacién del sistema inmune dando

lugar a la inmunosupresién,
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FIGURA 5.- Control de la transcripcion del gen de IL-2. Algunos de los factores de transcripcion tales
como ef NFAT y el NFkB son activados en ! citoplasma antes de entrar al niicleo Otros, tales como AP-
1, que consta de las proteinas fos y Jun, son activados dentro del nitcleo por cinasas activas provenientes

del citoplasma ( tomado de Berridge M.)
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3.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se ha determinado que mutaciones causadas en el gen que codifica para el
CD40L genera, en modelos in vivo, el sindrome de hiper g cara.cterizado por un
aumento en la secrecion de anticuerpos predominantemente del isotipo IgM vy la
ausencia de los isotipos 19G e IgA. Por otra parte, dentrc de los efectos de los
glucocorticoides en estudios in vitro, se ha demostrado que inhiben la secrecion de IL-
2, la expresién de su receptor en lineas celulares de T y disminuyen la produccion de
IgM. Ademas, después de la administracion de glucocorticoides a pacientes con lupus
eritematoso sistémico, se presenta una mejoria en la agresividad de la enfermedad
(menor dafio tisular) y una disminucién de las cancentraciones séricas de 1gs 3 Dentro
de los pocos estudios in vitro que demuestran la inhibicién de la produccion de lgs con
glucocorticoides, no se ha demostrado que estos Gitimos inhiban el cambio de isotipo ni

que afecten la interaccion CD40-CD40L.

Dada la importancia del ligando de CD40 y la cadena o de! receptor de IL-2 en la
activacion y proliferacién tanto de! linfocito T como del linfocito B, el papel de la
interaccion CD40-CD40L en el cambio de isotipo de las Igs y tomando en cuenta los
antecentes mencionados anteriormente, es de gran interés determinar si los
glucocorticoides disminuyen el cambio de isotipo in vifro, como es afectan la expresion

del CD40L y como modifican 1a interaccién con CD40.
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4. HIPOTESIS

+ Los glucocorticoides disminuyen la produccién de Inmunoglobulinas in vifro.
+ Los glucocorticoides disminuyen la expresicn del ligando de CD40.
+ Los glucocorticoides inhiben el cambio de isotipo através de la interaccién CD40-

CD40L por una disminucién de la expresion del CD40L.

OBJETIVOS

Determinar in vitro el efecto de los glucocorticoides en fa produccion de

Inmunoglobulinas (IgM e IgG).

Determinar el efecto de los glucocorticoides en la expresion del ligando de CD40
y la cadena o del receptor de IL-2 en un linfoma T y en Linfocitos T de sangre

periférica.

Determinar el efecto de los glucocorticoides en el cambio de isotipo através de la

interaccion CD40-CD40L
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5. DISENO EXPERIMENTAL

Para abordar y responder las objetivas planteados, la presente tesis se divididio

en tres partes.

En la primera parte se determina si los glucocorticoides causan disminucion en
la secrecion de lgs in vitro, utilizando un sistema de cocultivo de linfocitos T con
linfocitos B. Inicialmente se prueba el sistema experimental a utilizar con un efecto ya
conocido de fos glucocorticoides sobre los LT: inhibicién de la secrecién de IL-2. En
ambos sistemas, ios linfocitos T son activados con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28

con la finalidad de mimetizar la estimulacion y ja coestimulacion in vitro.

En la segunda parte se determina si la disminucion de la secrecion de igs esta
dada por la inhibicién de la expresion del CD40L con glucocorticoides. En esta parte se
toma a la par la cadena « del receptor de IL-2, otro marcador de activacion de LT cuya
expresién se ha demostrado ser disminuida con giucocorticoides. El efecto de los
glucocorticoides en la expresion del CD40L y el IL-2Re, se realiza tanto en un linfoma T

{célutas Jurkat) como en LT de sangre periférica de individuos sanos.

En la tercera parte se busca el efecto de los glucocorticoides en la interaccién
CD40-CD40L en cocultivos LT-L.B utilizando un agente blogueador de dicha interaccion.
Finalmente se observa el efecto de los glucocorticoides a nivel de LB y se utiliza un

agente bloqueador de la activacion de LB via CD40.
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6.- MATERIAL Y METODOS.

Reactivos y soluciones generales. La Dexametasona (Alin"? ) fué obteniada de

Chinoin, Laboratorios Farmacéuticos. Amortiguador de sales de fosfatos (PBS): NaCl
15 mM, NaH,PO4/Na;HPO, 10 mM pH 7.4 utilizando agua bidestilada y filtrandolo por
una membrana de 0.22 um cuando se requeria. Buffer de lisis: NH4C1 0.15 M, KHCO; 1
miM, Na;EDTA 0.1 mM pH 7.4. Medio de cultivo: RPMI 1640 (Gibco BRL) suplementado
con suero fetal bovino (SFB) (lansa) descomplementado (30 min a 56°C) al 10%,
giutamina (Gibco BRL) 0.05 mM, aminoacidos no escenciales (Gibco BRL) al 1%,
piruvato de sodio (Sigma) al 1%, 2-mercaptoetanol (Sigma) y antibitticos (gentamicina
y ciproxina). La solucion de bromuro de Z-aminoetilisotiouronium (AET, Sigma) fué
preparada justo antes del momento de utilizarse asi como la solucién sustrato para el

ensayo de ELISA.

Células y cultivos. La lineas celulares Jurkat (linfoma T) y CTLL-2, fueron

obtenidas de la American Type Culture Collection (ATCC). Jurkat ha sido un modelo
experimental ampliamente utilizado para estudios in vitro® por la facilidad de cultivo y
homoiogia a LT. Los linfocitos T y B fueron obtenidos de voluntarios s.sanos. Todos los
cultivos y cocultivos se incubaron a 37°C con una atmésfera de CQO; al 5% utilizando

medio RPMI suplementado.
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Aislamiento de Linfocitos T y B por formacion de rosetas™: Linfocitos T y

B fueron obtenidos de sangre periférica por venopuncion utizando jeringas con
heparina y siempre en condiciones de esterilidad en una campana de flujo laminar
(Forma Scientific, USA). Las células mononucleares de sangre periférica (PBMC)
fueron obtenidas por gradiente de centrifugacion (2000 rpm por 30" a temperatura
ambiente) de la sangre heparinizada mezclada con PBS en una relacién 1:1 y colocada
sobre Ficoll-Hypaque (Sigma). Las PBMC fueron lavadas tres veces con exceso de
PBS y fueron incubadas a una concentracion final de 5 x10° PBMC/mL en presencia de
metil-éster de teucina (L-OMe, Sigma) (5 mM) en RPMI suptementado libre de SFB,
durante 40’ a temperatura ambiente. De esta manera las células fagociticas (como
macréfagos) y citotdxicas (como células NK), pero no LT o LB, fueron eliminadas por la
incorporacion del L-OMe vy su conversién en L-eucil-L-leucina por enzimas lisosomales,
el cudl es muy téxico y letal para las células vacuoladas. Eritrocitos de- carnero {SRCB)
fueron incubados durante 20’ a 37°C en presencia de AET (0.14 M, Sigma) para inducir
la expresion del receptor de CD2, después fueron lavados por tres veces con PBS y
colocados en RPMI a una concentracion final del 4%. 1 x 107 PBMC/mL fueron
colocadas con 4 mL de SRBC/AET en RPMI suplementado + 2 mL de SFB y
centrifugadas a 800 rpm por §' a 4°C y posteriormente incubadas en hielo hasta la
formacion de rosetas (comprobada por microscopia optica). La mezcla de
PBMC/SRBC/SFB fué cuidadosamente resuspendida y sometida a un gradiente de
centrifugacion (2000 rpm por 35" a 4°C) sobre Ficoll-Hypaque del cual se aislaron las
rosetas (en el fondo) y LB (interfase), los cuales son células no formadoras de rosetas

por no expresar CD2. De las rosetas aisladas se libera los LT de los SRBC mediante
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tratamiento con buffer de lisis. Estos fueron lavados por tres veces con PBS y
resuspendidos en RPMI listos para utilizarse. Los LB fueron sometidos a un segundo
roseteo de fa misma manera y aislados por gradiente de centrifugacién. La pureza de
LT y LB fué determinada por citometria de flujo utilizando Acs anti-CD2 y anti-CD19

respectivamente.

Anticuerpos y activadores. Los hibridomas que secretan Acs anti-CD3

(OKT3) y anti-CD40 (G28-5) fueron obtenidos de la ATCC. Los Acs fueron purificados
de los sobrenadantes de cultivo de dichos hibridomas por cromatografia de afinidad,
utilizando columnas de sepharosa-proteina A (anti-CD3) y sepharosa-proteina G (anti-
CD40) y ambos fueron dializados en PBS. Anti-CD28 (mAc 9.3) y Anti-CD3 (84.1)
contenidos en ascitis, fueron donados generosamente por Jeff Ledbetter. Los Acs anti-
CD40L (clona 24-31) humano purificados, fueron donados por Randy Noelle
(Dartmouth  Medical College, NH) y postereiormente fueron biofinilados. La
estreptavidina-FITC (jsotiocianato de fluoresceina) y anti-ratén-FITC fueron obtenidos
de Boehringer Mannheim y los Acs conjugados a FITC anti-CD25 (RIL-2a), anti-CD2 y
anti-CD18 de Dako. Para los estudios de citometria de flujo, todos los Acs fueron
utilizados en concentraciones 6ptimas saturantes. Los Acs para ELISA fueron los
siguientes: anti-igG Humana y anti-lgM Humana ambos anti-fragmentos Fc (Sigma),
anti-lgG Humana y anti-lgM Humana ambos conjugados a peroxidasa (Jakcson) vy
todos desarrollados en cabra. El &ster de forbol utilizado fué el 4-forbol-12-miristato-13-

acetato (PMA, Sigma) y el iondforo de calcio, lonomicina {(Boehringer Mannheim).
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Activacion de células Jurkat y LT. |as células Jurkat fueron cultivadas en cajas
de cultivo con medio RPMI hasta una densidad aproximada de 5 X 10° células/mL y
fueron lavadas 2 veces con PBS antes de ser activadas, En placas de 24 pozos
(Costar) y en condicones de esterilidad, fueron sensibilizados anti-CD3 (900ng/pozo)
yfo anti-CD28 (1:1000 de ascitis) en Tris-base 50 mM pH 9 durante 1.5 h a 37°C, en los
cudles fueron colocadas 1 x 10° células/mL (viabilidad determinada por exclusién con
azul tripano), y en pozos no sensibilizados fueron colocadas 1 x 10° Jurkat/mL en
presencia de ionomicina (1 pg/mL) y/o PMA (10 ng/mL). 5 x 10° LT fueron colocados en
placas de 96 pozos (Costar) sensibilizados con anti-CD3 (1:1000 de ascitis 64.1) y/o
anti-CD28 (1:1000 de ascitis) en Tris-base 50 mM pH 9 durante 1.5 h a 37°C y en
pozos no sensibilizados se colocaron 5 x 10° LT y activados con lonomicina/PMA a la
misma concentracion que en Jurkat. Todas las activaciones se realizaron en presencia
o ausencia de Dexametasona (107 M) durante 6 h o 24 h. Como control se utilizaron
las mismas células en iguales condiciones experimentales, pero sin la presencia de
activadores, con la finalidad de excluir la posibilidad que se activen por si mismas y

observar su expresitn basal (tiempo 0),

Tincién de células y citometria de flujo. Inmediatamente después del tiempo
de activacién celular, se detuvo la actividad metabdlica celular durante todo el
procedimiento de tincién mediante la adicién de azida de sodio (NaN;.;) y trabajando a
temperaturas bajas (4°C) o en hielo. Las muestras fueron lavadas (resuspendiendo y

centrifugando a 2000 rpm por 2') por tres veces con PBS-SFB(2%)-NaN3(0.2%),
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posteriormente fueron incubadas con el anticuerpo dirigido contra la molécula en
estudio durante 30'. Para buscar la presencia del RIL-2a y CD2 se realizaron tinciones
directas. Después se realizaron tres lavados con PBS-SFB-NaN; y se incubd con un
segundo Ab: estreptavidina-FITC y anti-raton-FITC para el CD40L y CD19 o CD40,
respectivamente. Se realizaron tres lavados con PBS-SFB-NaNj y las células fueron
resuspendidas en PBS-SFB-NaNs en presencia de ioduro de propidio(10 pg/mi,
Sigma). El ioduro de propidio fué utilizado con la finalidad de observar viabilidad celular,
ya que éste se incorpora en células muertas haciéndolas adquirir fluorescencia roja. La
citometria de ﬂujo33 es una técnica en ia cual una suspension celular es sometida a una
corriente con un liguido de arrastre (PBS) a presion constante, de tal manera gue un
haz laser detecta células individuales y determina la intensidad de fluorescencia emitida
por algun fluorocromo (p. €. FITC o loduro de propidio), presente en cada célula, a
una longitud de onda dada. Se utilizé un citémetro de flujo (FACScan Becton Dickinsen)

y el programa Lysis Il en la adquisicién y andlisis estadistico.

Ensayo de proliferacion por reduccion de las sales de MTT. Para estos

ensayos se uiilizé una linea celular (CTLL-2) que es estrictamente dependiente de la
presencia de IL-2 en el medio para su sobrevida. De esta manera, células CTLL-2 en
presencia de HL.-2 reducen las sales de MTT provocando la ruptura det anillo de ia sal
de tetrazolium MTT {Bromuro de 3-(4,5 dimetil tiazol-2 i1)-2,5 difeniltetrazolium} dando
lugar a la formacién de un producto colorido llamado formazan medible en un lector de
ELISA a 570nm. Las células CTLL-2 fueron cultivadas en presencia de IL-2 hasta un

crecimiento exponencial vy fueron lavadas tres veces con un exceso de RPMI no
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suplementado e incubadas por 15’ a temperatura ambiente con ia finalidad de agotar
toda la IL-2 presente. Posteriormente, fueron sembradas 2.5 x 10* células en 50 pl de
medio RPMI suplementado en placas de 96 pozos vy se les agregd 20 ul de los
sobrenadantes de los ensayos de activacién + 30uL de medio RPMI suplementado
para buscar la presencia o ausencia de IL-2. Se incubé durante 24h y se les adiciond
20 ul. de MTT (5 mM) dejando 5 h en incubacidén para la formacion de cristales de
formazan. Los cristales fueron disueltos colocando 100 ub de HCI (0.1N) en SDS
(Sigma) al 10% en cada pozo y dejando incubar durante toda la noche. El control de
células consistid en colocar las células CTLL-2 en ausencia de 11.-2 con los demas
reactivos. Las lecturas fueron tomadas en un lector de ELISA (Labsystems Muitiskan
Muitisoft) a 570 nm tomando como bianco un control de reactivos. Los valores se
analizaron como indice de proliferacién, el cual estd dado por la relacion de la
absorbancia de la muestra menos la del control de reactivos entre la del control de

células y todos los pozos fueron realizados por duplicado.

Cocultivos LT-LB. Placas de 96 pozos con fondo en U (Costar) se sensibilizaron
con Acs anti-CD3/CD28 (como para la activacion de LT) en la cual se colocaron 1 x1 0*
LTy 5 x 10* LB /pozo en presencia o ausencia de Dexametasona y en pozos no
sensibilizados se colocaron LB o LB-LT como controles en las mismas condiciones.
Para todos los cocultivos se utilizé medio RPMI y un volumen final de 200 pL en cada
pozo. Cuando se quizo ver el efecto de un agente bloguedor de la iteraccion CD40-

CD40L, se utilizaron Acs anti-CD40L soluble (10 pg/mL). Los cocultivos fueron
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incubados durante 10 dias en condiciones de cultivo y cada pozo fue montado por

duplicado.

Activacion de LB. Se sensibilizaron placas de 96 pozos con fondo en U con Acs

anti-CD40 (1pg/pozo) en Tris-hase 50 mM pH 9 durante 1.5 h a 37°C y posteriormente
fueron colocadas 5 x 10* LB por pozo en presencia o ausencia de Dexametasona.

En pozos no sensibilizados se colocaron LB para descartar la posibilidad que LB
se activen por si mismos. La quimera CD40-Ig {10pg/mL) fué colocada para evaluar e
efecto de un agente bloqueador en la activacién de LB y se utilizé anti-lisozima de
gallina como Ac irrelevante (IgG1). En todos los pozos se utilizé medio RPMI y el
volumen final fué de 200 plL. Las placas fueron cultivadas durante 10 dias, en donde

todos los pozos fueron montados por duplicado,

Determinacion de IgG e IgM por ELISA. Al término de cultivo de los LB y
cocultivos LT-LB, se recolectaron los sobrenadantes (SN) y se determind el patron de
Inmunoglobulinas (ig’s) como sigue: Para IgG se realizé una dilucion 1:4 de los SN en
PBS-Tween (1%) y para IgM una dilucion 1:2. Anti-lgG (10 pg/mL} o anti-lgM (10
pg/mL) se sensibilizarcn en placas de 96 pozos para ELISA (Nunc MaxiSorp) en buffer
de carbonatos pH 9.5 durante 2 h a 37°C y se realizd dos lavados con EBS. Se blogued
con leche (Sveltis) al 3 % en buffer de carbonatos, durante 2 h a 37°C. Se realizaron
tres lavados con PBS-Tween (0.1%) y se incubaron 50 pl de los SN o diluciones de un

suero control como puntos de una curva patron durante 2 h a 37°C. Se realizaron 5
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lavados exhaustivos con PBS-Tween y se incubd con 50 pl de anti-lgG o anti-IgM
conjugados a peroxidasa (dijucién 1:10 000 para ambos) durante 30° a 37°C. Se
efectuaron 5 lavados exhaaustivos con PBS-Tween y se coloc) como sustrato 50 pl de
una solucién de OPD (1 pg/mL) y H,O, como catalizador. Se incubd durante 10" a
temperatura ambiente en ausencia de luz para desarrollar coler luego del cual se pard
la reaccién con HCI 3N. Las placas fueron leidas en un lector de ELISA a 492 nm
considerando blancos de reactivos. Todos los pozos para ELISA fueron efectuados por
duplicado y La concentracion de Ig's fué determinada de la regresion lineal de las
curvas patron realizadas en cada experimento (* = 0.9.) y determiando el valor de la

desviacion estandar.
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7.- RESULTADOS

71.- EFECTO DE LOS GLUCOCORTICOIDES EN EL CAMBIO DE

ISOTIPO DE LAS INMUNOGLOBULINAS

7.1.1.- PUREZA DE LINFOCITOS T

Los Linfocitos T fueron aislados de sangre periférica de voluntarios sanos. La
pureza utilizada para todos los experimentos siempre fué mayor o igual al 97%, como lo

indica la Figura 6.

] CD2 (97%)
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FIGURA 6. Pureza de los LT de sangre periférica de valuntarios sanos aislados por la formacion
de rosetas. Histograma de citometria de fiujo que muestra {a pureza de células CD2 positivas,
medida a través del desplazamiento de la intensidad de flucrescencia de un anticuerpo anti-CD2-
FITC, tomando como control un Ac irrelevante
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7.1.2.- EFECTO DE LA DEXAMETASONA EN LA PRODUCCION

DE IL-2.

Con el fin de demostrar que el glucocorticoide (dexametasona) inhibe la
produccién de IL-2 en LT se realizé un ensayo de profiferacién de células dependientes

de IL-2 {células CTLL-2).

Tomando en cuenta que en la mayoria de los estudios in vitro los
glucocorticoides han sido utilizados a una concentracion final de 107 M, una
concentracion estimada en niveles tisulares *, y partiendo del hecho que anticuerpos
anti-CD28 aumentan la sintesis de IL-2 y la proliferacion de LT cuando se estimulan con
anti-CD3 ", los LT fueron activados con Acs anti-CD3 y anti-CD28 (anti-CD3/CD28) en
presencia o ausencia de dexametasona (1 o7 M) y los sobrenadantes (SN), después de
24 horas de a;ctivacién, fueron probados en células CTLL-2 para buscar la presencia o

la ausencia de IL-2 (Figura 7}.
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EFECTO DE LA DEXAMETASONA SOBRE LA
PROLIFERACION DE CELULAS CTLL-2

|

mSNDELTACT :
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iNDICE DE PROLIFERACION
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DEXAMETASONA

FIGURA 7. inhibicion de la produccién de IL-2 en LT de sangre periférica con dexametasona. LT fueron
estimulados con dosis optimas, previamente determinadas, de anti-CD3/CD28 inmovilizados, en
presencia 6 ausencia de dexametasona (10'7 M) durante 24h. Los sobrenadantes fueron colocados con
células CTLL-2 y se observo 1a proliferacion por reduccion de las sales de MTT. Indice de proliferacion =
(Absorbancia de la muestra - Absorbancia del control reactivos) / Absorbancia del control células (longitud
de onda = 570 nm}.

Como se observa, los LT de sangre periférica son capaces de producir 1L-2
cuando son activados con anti-CD3/CD28 y la dexametasona inhibe la produccion de

IL-2 cuando esta presente en los ensayos de activacion.

Tomando este fendmeno como control positivo, indicando que tanto el sistema
como el glucocorticoide tienen el efecto funcional, se estudié posteriormente el efecto

de la dexametasona en la produccion de las inmunoglobulinas.
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7.1.3.- PUREZA DE LINFOCITOS B

Los linfocitos B fueron aislados de sangre periférica de voluntarios sanos

mostrando una pureza siempre mayor al 97% de células CD19 positivas (Figura 8).
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FIGURA 8. Pureza de Linfocitos B. Linfocitos B de sangre periférica
aislados de voluntarios sanos por doble roseteo (células no
formadoras de rosetas). Histograma de citometrla de flujo que
muestra la pureza de LT medida através del desplazamiento de un
anticuerpo anti-CD18 tomando como control un Ac irrelevante

7.1.4.- EFECTO DE LA PRODUCCION DE INMUNOGLOBULINAS

CON DEXAMETASONA
Para determinar el efecto de la dexametasona en la produccion de las

inmunoglobulinas, los LT se activaron con Acs anti-CD3/CD28 vy fueren cocultivados

con LB en presencia o ausencia de dexametasona

34
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En la Figura 9 se muestra claramente que los LT requieren ser activados para
ejercer su funcion efectora sobre LB en la liberacidn de Igs. Por lo fanto, cuando no se
activan los LT, los LB liberan una cantidad de igG & IgM menor, y éstos en ausencia de
LT, practicamente no se activan por si mismos. El hecho de que se observe la secrecion
de IgG sdlo cuando LB son activados tras la activacion de LT, sugiere que se consiguio
el cambio de isotipo. Se puede apreciar que la dexametasona disminuye la produccion
de lgs, cuando LT son activados, siendo mayor el efecto para la secrecion de la 1gG
(33%) que para IgM (52%). De esta manera, la dexametasona disminuye la secrecion
de IgG practicamente hasta concentraciones basales, comparables a las producidas

por jos LB en ausencia de LT.

A

EFECTO DE LA DEXAMETASONA SOBRE LA
PRODUCCION DE IgG EN COCULTIVOS LT-LB
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B

; EFECTO DE LA DEXAMETASONA SOBRE LA
PRODUCCION DE IgM EN COCULTIVOS L.T-LB
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FIGURA 9. Disminucién de la produccion de IgG (A) e IgM (B) con dexametasona en cocultives de LT-
LB. LT fueron activados con dosis oplimas de anti-CD3/CD28 inmovilizados, se afiadieron LB en una
relacién LT-LB 1:5 sver material y metodos) y fueron cocultivados en presencia { [} } 6 ausencia (B ) de
dexametasona (10" M).Después de 10 dfas de cocultivo, los SN fueron recolectados y se determiné la
concentracién de 1gG e IgM por ELISA isotipo especifica.(reultados representativos de 3 experimentos
independientes).

Con los experimentos anteriores se pudo mostrar que la dexametasona
disminuye la produccion de igs, y que e! efecto sobre la produccién de IgG podria

debearse a una inhibicidén en el cambio de isotipo.
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7.2.- EFECTO DE 1.0S GLUCOCORTICOIDES EN LA EXPRESION

DEL CD40L Y EL RIL-2c.

Dado que para el cambio de isotipo de las inmunoglobulinas se requiere
de 1a interaccion CD40-CD40L, se decidid estuidiar et efecto de la dexametasona en la

expresion del CD40L por células Jurkaty LT de sangre periférica.
7.2.1.- CARACTERIZACION DE LAS CELULAS JURKAT.

Dada !a facilidad de cultivo de las lineas cetulares de Linfoma T, su rapido
crecimiento, duplicacién y versatilidad, inicialmente se utilizaron células Jurkat como
modelo experimental para este sistema en estudio. Inicialmente se determind ia

expresion de CD3 y CD28 en la superficie celular de Jurkat (Figura 10).

g A B =
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- cns3 P cD28
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intensidad de fluorescencia Intansidad de Fluorescencia

Figura 10. Expresion constitutiva de CD3 (A) y CD28 (B) en células Jurkat. Histogramas de citometria
de flujo mostrando fos desplazamientos de la intensidad de fluorescencia de los Acs anti-CD3 y anti-CD28
{ambos revelados con anti-ratén-FITC), tomando como control un anticuerpo irrelevante.
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7.2.2.- EFECTO DE LA DEXAMETASONA EN LA PRODUCCION

DE IL-2 EN CELULAS JURKAT.

Una vez que se observd la expresion de CD3 y CD28, las células Jurkat fueron
estimuladas con anticuerpos anti-CD3/CD28 en presencia o ausencia de
dexametasona durante 24 h y los sobrenadantes (SN) fueron probados en células

CTLL-2 para buscar IL-2 (Figura11).
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FIGURA 11. Inhibicién de la secrecién de IL-2 con dexametasona en células Jurkat. Jurkat fueron
estimuladas con anti-CD3/CD28 inmovilizados ( ® ) 6 no estimuladas( O ), en presencia 6 ausencia de
dexametasona (10-7 M) durante 24h. Los sobrenadantes fueron colocados con células CTLL-2 y se
observé la proliferacion por reduccién de las sales de MTT, Indice de proliferacién = (Absorbancia de la
muestra - la del control de reactivos) / Absorbancia del contro! de células {Abs. a 570 nm).
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Como puede apreciarse, al igual que en LT, las células Jurkat son capaces de
producir IL-2 sdlo cuando son activadas y la dexametasona inhibe esta secrecion. Una
vez demostrado este efecto ya conocido de los glucocorticoides, se estudié el efecto de
la dexametasona en |a exprasién del CD40L y como control se determind la expresion

del RIL-20, un marcador de activacion para LT y células Jurkat, ampliamente estudiado.

7.2.3.- CINETICA DE EXPRESION DEL CD40L Y IL-2Rc. EN

CELULAS JURKAT

Se ha reportado que RIL-2a Y el CD40L son moléculas de superficie inducibles

y que el CD40L es de expresion transitoria 2%

, por lo que el estudio preliminar que se
realizd en células Jurkat, fué determinar la cinética de expresion de éstas dos
moléculas. Asi entonces, las células Jurkat fueron estimuladas con Acs anti-CD3 yfo

ant-CD28 o lonomicina/PMA durante los tiempos 6h y 24h v se busco la expresion del

RIl-2c y CD40L por citometria de flujo, utilizando Acs contra dichas moléculas.

Como se podra notar en la Tabla 1, CD40L muestra mejor expresion bajo el
estimulo con anti-CD3 que con lonomicina/PMA mientras que para el RiL-2a se
observa un efecto contrario, mejor expresion bajo el estimulo de lonomicina/PMA que

con anti-CD3.
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También se podra notar que tanto el CD40L y el RIL-2a muestran un maximo de
expresion a las 24h tras el estimulo de lonomicina/PMA o anti-CD3 vy el simple estimulo
que ejerce la sefial coestimulatoria (anti-CD28)} en ausencia de la senal primaria (anti-
CD3), no es capaz de inducir la expresion de las moléculas en estudio: pero cuando se
encuentran ambas (anti-CD3/CD28), cbservamos un efecto sinérgico en ia induccion de

la expresién de ambas moléculas,

CD40L
Tiempo (h)* | lono/PMA anti-CD3 anti-CD28 antiCD3/CD28
6 a4 4.09 3.00 281
24 579 7.55 2.62 13.41
iL-2R{a))
6 328 3.35 2.94 381
24 5.09 4.51 26 10.46

*T=0 h: IL-2R{a) 2.4, CD40L: 2.8.
TABLA 1. Cinética de expresién del CD40L y ef RIL-2(x) en célutas Jurkat con los diferentes estimulos
utitizados. Los valores estan dados como intensidad media de fluorescencia que los Acs contra dichas
moléculas producen. Valores obtenidos poranalisis de cifometria de fiujo. { Resultados de un experimento
representativo de 4 independientes).
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7.2.4.- EFECTO DE LA DEXAMETASONA EN LA EXPRESION DEL

CDA40L Y EL RIL-2¢ EN CELULAS JURKAT.

El efecto que la dexametasona ejerce sobre la expresién de dichas moléculas se
examind en ambos tiempos ya que existia la posibilidad de que ejerciera una accion
mas temprana que en sy maximo de expresion. En la Figura 12 se observa que
cuando las células Jurkat son activadas con lonomicina/PMA o anti-CD3 no hay
inhibicion en la expresién del CD40L, en ambos tiempos de activaciLSn, pero cuando
utitizamos el estimulo anti-CD3/CD28 la dexametasona muestra un efecto inhibitorio,
siendo este mayor a las 24 horas de incubacion. Para el RIL-2{«) se observa un
fenémeno similar donde la expresion de dicha molécula no se inhibe cuando se activan
las células Jurkat con lonomicina/PMA ¢ anti-CD3 y son tratadas simultanemente con
dexametasona, a las 6 y 24 h, pero cuando éstas se encuentran bajo el estimulo de
anti-CD3/CD28 ta dexametasona es capaz de inhibir la expresion del RIL-2{c) hasta las
24h. En todos los casos, la dexametasona ejercié un efecto inhibitorio apreciable hasta
las 24h, el cudl es el tiempo de maxima de expresion de ambas moléculas, por lo que la

dexametasona no tiene efectos tempranos.
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EFECTO DE PEXAMETASONA EN LA
EXPRESIONDE CD40L EN JURKATY
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FIGURA 12. Efecto de la dexametasona en la expresion del CD40L (A) y el RIL-2¢ (B) en células
Jurkat. Células Jurkat fueron activadas con los diferentes estimulos que se muestran en presenciz (5) 0
ausencia { m) de dexametasona {107 M) a las 6 y 24 horas (t= 0: linea punteada). Valores obtenidos de
analisis de citometria de flujo (resultados representativos de 3 experimentos independientes)
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El hecho de que se haya observado un fenémeno inverso en‘la expresion del
RIL-Za y el CD40L cuando activamos células Jurkat con lonomicina/PMA o anti-CD3,
sugiere la existencia de mecanismos moleculares independientes para la expresion de

tales moléculas.

Tomando en cuenta lo anterior y considerando gue las ¢células Jurkat son una
linea celular tumoral que presenta gran variabilidad genotipica 3 y por lo tanto que los
efectos que la dexametasona ejerce sobre éstos dos marcadores de activacién podrian
ser no del todo extrapolables en humanos sanas, asi entonces, se estudié el efecto de
los glucocorticoides en la expresion del RIL-2(c) y el CD40L en Linfocitos T de sangre

periférica de pacientes sanos.
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7.2.5.- CINETICA DE EXPRESION DEL CD40L Y IL.-2Rc EN

LINFOCITOS T DE SANGRE PERIFERICA.

Al igual gue en células Jurkat, se estudié la cinética de expresion del CD40L y el
RIL-20. en LT de sangre periférica, a los tiempos 6 y 24 h, utifizando los mismos
activadores que en Jurkat. La Figura 13 muestra que la expresion del CD40L tiene un
maximo de expresion a las 24 h, mejor expresion bajo el estimulo de lonomicina/PMA

que el de anti-CD3 y un efecto sinérgico cuande utilizamos anti-CD3/CD28,

El RIL-2a es mejor inducible en LT que en células Jurkat mostrando un maximo
de expresidn a las 24h tanto para lonomicina/PMA como para anti-CD3 y también se

observa un efecto sinergico cuando se uitiliza anti-CD3/CD28.

En LT no se encontrd la misma dicotomia que en células Jurkat de las vias para
la expresién del RIL-2a y el CD40L, ya que la expresion de ambas moléculas fué mejor

con lonomicina/PMA que con anti-CD3.
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FIGURA 13. Cinética de expresién del IL-2Ro y CD40L en LT de sangre periférica. LT fueron
purificados por la formacion de rosetas y activados con los diferentes estimulos que se muestran alas 8y
24 horas. Desplazamientos de la intensidad de fluorescencia que producen los Acs dirigidos contra las
moléculas en estudio en citometria de flujo, fomando como control un Ac irrelevante (histograma oscuro).
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7.2.6.- EFECTO DE LA DEXAMETASONA EN LA EXPRESION DEL

CD40L Y EL RIL-2a EN LT DE SANGRE PERIFERICA.

El efecto de la dexametasona también se estudié a [as 6 y 24 h. Asi, para el el
CD40L se puede apreciar que la inhibicién con dexametascna fue significativamente
mayor cuando los LT fueron activados con lonomicina/PMA que con anti-CD3 o adn
con anti-CD3/CD28 mostrando en éste Gltimo caso una discreta inhibicion. Para el RIL-
2{x) se observd que la dexametasona tiene una muy discreta inhibicién en su expresion
bajo el estimulo de lonomicina/PMA o anti-CD3 pero cuando se utiliza anti-CD3/CD28

se observa una importante inhibicion en la expresion (Figura 14).

Se pudo observar que la expresion del RiL-2(x) y el CD40L puede ser inhibida
por la dexametasona significativamente, dependiendo del estimulo que utilicemos para
la activacion de LT. Sorprendentemente, la expresion del CD40L no fué inhibida
significativamente por la dexametasona, mostrandose una inhibicidn muy discreta,

cuando LT son activados con anti-CD3/CD28.

Con la finalidad de descartar la posibilidad de que ésta discreta inhibicion fuera
la responsable de la ausencia de la disminucion de lgG en los cocultivos LT-LB, o bién
que |a dexametasona afecta a la interaccion CD40-CD40L, se estudié el efecto de los

glucocorticoides en la interaccién CD40-CD40L en los cocultivos LT-LB.
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FIGURA 14. Efecto de la dexametasona en la exprasién def CD40L (A) y el RIiL-2a (B) en LT de
sangre periférica. LT fueron aislados de voluntarios sanos por ta formacién de rosetas y fueron activados
con los diferentes estimulos que se muestran y cultivadas en presencia { T ) 6 ausencia ( & ) de
dexametasona (107 M) a las 6 y 24 horas (t =0: linea punteada). Valores obtenidos de andlisis de
citometria de flujo (resultados representativos de 3 experimentos independientes).
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7.3.- EFECTO DE LA DEXAMETASONA EN LA INTERACCION

CD40-CD40L.

7.3.1.- EFECTO DE ANTI-CD40L EN COCULTIVOS LT-LB

Con los estudios anteriores no podemos asegurar que la disminuicion de la
produccién de igG por dexametasona se haya debido a una ausencia en el cambio de
isotipo, posiblemente secundaria a inhibicion de la expresion del CDA4OL en LT
(anteriormente demostrada su expresién ). Por tal motivo se estudio la produccion de
lgs en presencia de un agente blogqueador de la interaccién CD40-CD40L: un mAc anti-
CDA40L ( clona 24-31) en presencia o ausencia de dexametasona. Asi, en la Figura 15
se puede apreciar que la concentracidn de IgM es superior a la de IgG y que ésta
Ultima se obtiene sélo cuando los LT son activados. Para la lgG la presencia de anti-
CD40L disminuye hasta casi el 50% la concentracion que se encuentra cuando LT son
activados y cocuitivados con LB. Se puede apreciar que la dexametasona disminuye la
produccion de IgG tanto en ausencia como en presencia de anti-CD40L, y en éste
{itimo, se observa un efecto aditivo a dicha disminucion. Lo anterior sugire que la
dexametasona ejerce una disminucién de la produccion de 1gG independientemente de
la interaccion CD40-CD40L. Para IgM se observa, sorprendéntemente, que la
presencia de anti-CD40L disminuye su produccion y la dexametasona de igual manera
tiene un efecto adicional e independiente a ésta inhibicion. Por lo tanto, ésta

disminucién sea solo un efecto inhibitorio'y no ausencia del cambio de isotipo.
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FIGURA 15. Efecto de la dexametasona en la produccién de IgG (A} e IgM (B) y el efecto de anti-
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CD40L. Determinacién de 1gs por ELISA isofipe especifica de SN de 10 dias de cocultivo LT-LB en
presencia o ausencia de dexametasona y efecto del bloguoe de la ineteraccion CD40-CD40L con un
anticuerpo anti-CD40L {10 pg/mt). Reultados representativos de 3 experimentos independientes.
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7.3.2.- EFECTO DE CD40 QUIMERICA EN LA ACTIVACION

DE LB ViA CD40.

Con [a finalidad de estudiar si la produccion de IgG e IgM es afectada por el
bloqueo de la estimulacion de LB via CD40, se estudié un sistema mas particular y
especifico: el efecto de la dexametasona en |a activacion de LB con anti-CD40 en

presencia ¢ ausencia de un agente bloqueador de dicha activacion.

Los LB se activaron con mAcs anti-CD40 en presencia o ausencia de
dexametasona con o sin una molécula quimerica bloqueadora, CD40-fragmento Fc de
inmunoglobulina (CD40-lg). Como se mencicnd en los antecedentes, FCyRlIblen ia
superficie de LB puede mandar sefiales de regulacion negativa, por lo que para éste
sistema se introdujo la presencia de un Ac irrelevante anti lisozima (igG1) para poder
observar el efecto deseado.

Como lo muestra la Figura 16, los LB necesitan ser activades con mAcs anti-
CD40 para poder producir Igs, La concentracidon inicial de IgG es menor en
comparacién con IgM pero cuando los LB se activan, éstos secretan mayor cantidad de
1aG que de IgM. En presencia de dexametasona los LB disminuyen la produccian tanto
de IgG como de IgM. Cuando colocamos la molécula bloqueadora, CD40-Ig, los niveles
de IgG disminuyen mientras que los de IgM aumentan (pero no cuando se coloca un Ac

irrelevante).
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Lo anterior probablemente se debe a la ausencia del cambio de isotipo, al
competir CD40-Ig por fos mAcs anti-CD40. Se podra notar que la secrecion de 19G es
mayor cuando los LB se activan en presencia de dexametasona que cuando son
activados solamente en presencia de CD40-lg y gue la dexametasona, en este dltimo
caso, no tiene efectos aditivos significantes. En el caso de IgM, cuando los LB se
activan en presencia de dexametasona y CD40-lg, existe una disminucion en su
produccién, la cual no es mayor a la que se produce cuando los LB son activados en

ausencia de CD40-ig.
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PRODUCCION DE IgM PORLB Y EFECTO DE
CD40 QUIMERICA
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Figura 16. La dexametasona ejerce un efecto independiente de la estimulacion de LB via CD40 en el
cambic de isctipo. LB fueron activados con anti-CD40 inmovilizado con o sin CD40 quimérica en
presencia o ausencia deDexametasona y cultivados durante 10 dias. De los SN se determiné Ia
concentracidn de 1gG (A) e igM (B) por ELISA isotipo-especifica,
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8.- DISCUSION

Las acciones antiinflamatorias e inmunosupresoras de los glucocorticoides,
estan ampliamente descritas en la literatura, y consisten, en general, en la alteracién
del trafico leucocitario, el decremento de las funciones leucocitarias y las alteraciones
en una variedad de factores humorales. Aungue un tratamiento corto con dosis altas de
glucocorticoides en humanos, puede disminuir los niveles séricos de Inmunuglobulinas
durante 2 a 4 semanas, el efecto en la respuesta inmune humoral puede ser variable.
Entre los factores que contribuyen a ésta variabilidad pueden ser la dosis de
glucocorticoides que se administra, la naturaleza del estimulo antigénico y el tipo de
respuesta (primaria o secundaria)®. En el presente trabajo de investigacion se
demostrd claramente que la dexametasona, a una concentracién tisular y a dosis
utilizadas en ia practica con estimulos que mimetizan fa activacion de los linfocitos T via
su TCR y la coestimulacién através de CD28, es capaz de disminuir in vitro tanto la

secrecion de inmunoglobulinas como el cambio de isotipo.

Se ha sugerido que el mecanismo de la supresion de la produccion de
inmunoglobulinas in vivo por glucocorticoides es el resultado de un aumento en el
catabolismo de las Igs, seguido de una disminucion de su sintesis. Aunque el
mecanismo de ésta Ultima no ha sido bien definido, se ha propuesto que los
glucocorticoides afectan las funciones de los linfocitos T inductores. Estudios in vitro
han demostrado la supresién de la produccion de Igh por los glucocorticoides, y se ha

postulado que esa supresion es ocasionada a una disminucién de la secrecion de IL-6
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M35 Nuestra hipdtesis inicial planteé que los glucocorticoides disminuyen 1a produccion
de las inmunoglobulinas através de la inhibicion de la expresion del CD40L, sin
embargo la dexametasana tuvo efectos muy discretos en dicha inhibicidn, utilizando el

mismo sistema de activacién (anti-CD3/CD28).

La inhibicidn de la secrecién de IL-2 con glucocorticoides es secundaria a la
inactivacion del factor de transcripcién NF-xB por un aumento en Ia sintesis de 1xB que
se secuestra a NF-xB en el citoplasma. Se sabe que el promotor del gen del IL-2Ra
humano comprende elementos que también Gnen al factor de transcripcidn NF-kB.
Ademas, se ha reportado que la transcripcién maxima y sostenida del gen IL-2Ra es
medulada principalmente por la [L-2 por si misma. Mediante los ensayos de
proliferacién se pudo comprobar, en linfocitos T, la inhibicion de la secrecion de IL-2 y
con los ensayos de activacidn anti-CD3/CD28, se encontrd una disminuciéon en la
expresion del IL-2Ra. en presencia de la dexametasona (Figs. 2 y 9). Por lo contrario,
cuando utilizamos ionomicina/PMA como agentes estimuladores, no se encontré una
apreciable inhibicion. Se ha reportado la inhibicién de la expresion del IL-2Ra en
linfocitos T hasta en un 60% con glucocorticoides ** , sin embargo, en dichos estudios
se utilizaron PHA /PMA como activadores y la concentracion de trabajo de la
dexametasona fué 10 veces mayor a la utilizada en nuestro estudio. Contrariamente,
existen reportes que apoyan,lo aqui encontrado, donde se demuestra que la expresion
de la cadena o del receptorde! IL-2 no es inhibida por glucocorticoides . En esos
estudios utilizaron PMA como activador y la concentracion de dexametasona fué

también 10 veces mayor a la utilizada (10° M) en nuestro trabajo.
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Lo anterior sugiere que el efecto de la dexametasona en ia expresion del iL-2Ra

esté en funcion del estimulo gue se utilice y de la concentracion de la dexametasona.

El promotor del CD40L contiene elementos que permiten la unidn de factores de
transcripcion tales como NF-xB, NF-[L6, AP-1, efc., que permiten 1a expresion del gen.
Ademas, se ha propuesto un ciclo de regulacién positiva en la exprs;sién de CD40L,
donde participa CD28 para aumentar su expresion. Por otro lado, se ha descrito que los
glucocorticoides interfieren con los eventos tempranos de la transduccion de sefiales
generadas por la interaccion TCR-MHC-Ag. Dentro de éstos eventos se encuentran la
supresion de la movilizacion del calcio y de la hidrolisis det Pl; ****. De manera
contraria a la sefalizacion por el TCR, la sefializacion através de CD28 es

independiente de los incrementos de calcio intracelular o de la hidrolisis del Pls 12

En este trabajo se pudo observar que la expresion del ligando de CD40 cuando
los linfocitos T son activados con anti-CD3/CD28, no fué inhibida por la dexametasona,
o bién la inhibicién fué muy discreta (Figura 15 A), mientras que, cuando los linfocitos T
fueron activados con ionomicina/PMA se observé una inhibicion importante. Asi, en la
expresion del CD40L donde intervienen diversos y complejos eventos, los cuales fueron
mejor mimetizados por el estimulo anti-CD3/CD28, aparentemente no son reprimidos
por los glucocorticoides. Aunque la estimulacién que se ejerce con ionomicina/PMA
induce una mejor expresién del CD40L, no se mantiene un ciclo de regulacion positiva

en dicha expresién y los eventos que generan son sensibles a los glucocorticoides, por

lo cual la dexametasona inhibe claramente su expresion. Los resultados anteriores
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indican que {a sefial coestimuladora generada por anti-CD28 es sinérgica a anti-CD3 y
para la expresion del CD40L y que esta combinacién no es sensible a fa accion de los

glucocorticoides.

Aunque las células Jurkat representan un sistema Gtil y versatil para diversos
estudios con linfocitos T y se ha demostrado 1a inhibicion de la secrecién de IL-2 por 1a
dexametasona, el patron de expresion del ligando de CD40 y la cadena o del receptor
de IL-2 fué muy diferente a lo observado con los linfocitos T, utilizando los mismos
estimuladores. Lo anterior lo podemos relacionar con la alta variabilidad genética que
presentan, ya que es una linea celular pseudodiploide (hasta con un 53 % de
poliploidia) **. Asi, los efectos de los glucocorticoides en la expresion del CD40L 6 iL-
2Ra en células Jurkat no pueden ser comparables con los que suceden en linfocitos T

de sangre periférica de individuos sanos.

Se ha observado que la adicién de anticuerpos blogueadores de la interaccion
CD40L-CD40 en sistemas LT-LB, tales como anticuerpos moncclonales anti-CD40
soluble & anti-CD40L, inhiben profundamente la secrecion de las inmunoglobutinas *°,
En el presente estudio, se observd que la presencia de anticuerpos monocionales anti-
CD40L en cocultivos de LT-LB disminuyd tante la secrecién de IgM como de IgG.
Sorprendentemente la dexametasona tuvo efecto aditivo a la presencia del anti-CD40L,

sugeriendo que la dexametasona sejerce una accion independiente de la expresion del

F.Q, UNAM 56



DISCUSION

CD40L para la disminucidén de la secreciéon de las inmunoglobulinas, lo cual puede

correlacionarse con la escasa inhibicion de la expresidn del CD40L en linfocitos T.

El efecto de la dexametasona sobre la activacion de los linfocitos B via el CD40
se pudo observar cuando se ulilizé la molécula quimerica CD40-lg. En dichos
experimentos (Figura 16) la dexametasoﬁa , en presencia de CD40 quimérico, no
mostrd efecto aditivo en la disminucién del cambio de isolipo; con lo cual podemos
deducir, que la dexametasona no afecta la transduccion de sefiales via CD40 en los

linfocitos B para el cambio de isotipo (IgM a 1gG).

Dentro de las diversas acciones que los glucocorticoides podrian ejercer sobre
los linfocitos T en los cocultivos T-B, se encuentran la supresion de la secrecion de
interfeucina-2 y su receptor de alta afinidad (IL-2Ro), que son indispensables para la
proliferacién celular, y la supresién de la produccién de las interleuginas 6 y 4 |, las

cuales son necesarias para el cambio de isotipo.

De ésta manera, las acciones inmunosupresoras celulares de los
glucocorticoides in vivo junto con los anteriormente descritas, disminuyen la produccion
de inmunoglobulinas; sin embargo, no disminuyen la expresion del CD40L ni ia

transduccion de sefiales generadas por CD40
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El presente trabajo apoya la linea de investigacion CD40-CD40L en
enfermedades autcinmunes (LES), que actualmente se esta desarrcllando. Dentro de
los estudios que se realizan se encuentran, ia busqueda de la expresion espontanea de
CD40L en linfocitos de pacientes con LES activo y la produccion de lgs en LB de dichos
pacientes. Uno de los problemas gque frecuentemente se presentaba era el discriminar
si los pacientes con tratamiento de glucocorticoides pedian ser sometidos a dichos
estudios. Con la presente tesis podemos descartar la posibilidad que los

glucocorticoides disminuyan la expresion del CD40L.
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9.-CONCLUSIONES

Con los estudios realizados en la presente tesis se pueden cancluir los

siguientes puntos:

Los glucocorticoides disminuyen in vitro ia produccion de diferentes isotipos de

inmunoglobulinas ( IgM e 1gG}).

Los glucocorticoides disminuyen la expresién de la cadena o del receptor de

interleucina 2 en linfocitos T de sangre periférica cuando son activados con anticuerpos

anti-CD3/CD28.

Los glucocorticoides disminuyen la expresidn del ligando de CD40 en linfocitos T
de sangre periférica cuando son activados con ionarnicina/PMA, pero ne cuando son

activados con anti-CD3/CD28.

Los glucocorticoides disminuyen ia produccién de 1gG e IgM en linfocitos B por
mecanismos diferentes a la inhibicién de la expresién del ligando de CD40 en linfocitos
T.

Los glucocorticoides no interfieren en la sefializacion de linfocito B via el CD40

para la produccion de tas inmunoglobulinas.
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