Cinética de la modulacion por citoquinas de FcR en monocitos de
pacientes con lupus eritematoso sistémico (LES)

Kinetics of modulation by FR cytokines in the monocytes of patients
with sistemic lupus erythematosus (SLE)
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INTRODUCCION

Los receptores para la fracciéon Fc de
las inmunoglobulinas (FcR) juegan un
papel esencial en el proceso de la fagocito-
sis inmune'. Es bien conocido el déficit de
fagocitosis observado en cuadros de pato-
genia inmunologica, como el caso del
lupus eritematoso sistémico (LES). En
pacientes con esta patologia se ha eviden-
ciado una expresiébn normal de estos
receptores, lo que sugiere un déficit fun-
cional de los mismos. Algunas citoquinas
implicadas en el proceso de la respuesta
inmune (como el IFNy) muestran efecto
sobre la regulacién de estos receptores®.
En este trabajo hemos estudiado la regula-
cion de la expresion de CD64 (FcyRI) por
IFNy en pacientes con LES, comparéandolos
con un grupo de controles sanos, para tra-
tar de explicar el déficit funcional de fago-
citosis de este cuadro clinico™. Por otra
parte se ha estudiado la capacidad de pro-
duccion de perdxido de hidrégeno en
monocitos de pacientes con LES, compa-
randolos con monocitos de controles
sanos, en respuesta a dos tipos de estimu-
lo: un estimulo inespecifico (PMA, phorbol
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12-myristate,13-acetate), para valorar la
capacidad neta de produccién de peroxi-
do®, y un estimulo especifico (entrecruza-
miento del receptor de alta afinidad para
1gG-CD64, FcyRE), para estudiar la posible
alteracién en la generaciéon de sefales
intracelulares que disparan el estallido
respiratorio.

MATERIAL Y METODOS

Aislamiento de monocitos

Se obtuvo sangre heparinizada de 14
donantes sanos (grupo control) y de 11
pacientes de LES. La sangre fue diluida 1:1
con PBS-EDTA 5mM, y se aislaron las célu-
las mononucleares mediante centrifugacion
en gradiente de densidad (Lymphoprep,
densidad=1,077, 800 g, 20 minutos, 22 °C). El
halo de células mononucleares fue recupe-
rado, lavado dos veces con PBS-EDTA y por
Gltimo centrifugado sobre suero de ternera
fetal (175 g, 10 minutos, 22 °C) para eliminar
las plaquetas. Después de otro lavado con
PBS, las células fueron resuspendidas en
medio de elutriacién sin endotoxina (HBSS
0,4% BSA, EDTA 0,3 mM).
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La separacion de monocitos de los lin-
focitos se llevo a cabo mediante centrifu-
gacion de contracorriente, utilizando el
sistema de elutriaciéon JE-6B (Beckman
Instruments, Palo Alto, CA, USA), como
ha sido descrito previamente® Entre 80 y
12010° células fueron introducidas en
una camara de elutriacién estandar
mediante una bomba peristéltica, a una
velocidad de flujo constante (18 ml/min).
La velocidad del rotor se disminuy6 pau-
latinamente desde las 2500 RPM iniciales,
en pasos de 20 RPM. La poblacién obteni-
da se monitorizaba mediante citometria
de flujo cada 12,5 ml de medio eluido. La
temperatura del medio de elutriacion y
de la caAmara de centrifugacién se mantu-
vo constantemente a 4 °C. El rotor fue
detenido cuando la velocidad de salida
de las células caia por debajo de 100 célu-
las/segundo, y los monocitos se recogie-
ron en la fraccién final de 50 ml. La pure-
za y viabilidad de la muestra obtenida fue
determinada mediante citometria de
flujo.

Los monocitos aislados fueron lavados
dos veces en PBS sin EDTA, y repartidos en
tres alicuotas: una para anélisis inmediato
y dos para ser incubadas (24 h, 37 °C, 5%
CO9) en frascos de cultivo de poliestireno
(Costar, Cambridge, MA, USA). Se utiliz6
RPMI-1640 suplementado con suero auté-
logo (10%) como medio de cultivo. El
medio de incubacién de una de las alicuo-
tas contenia 100 U/ml de rhIFN-y (Promega,
Madison, WI, USA).

Después del tiempo de incubacion se
recogieron las células; para despegar las
células adherentes se anadié PBS 5mM
EDTA frio al frasco de cultivo, y tras una
incubacion de 10 minutos a 4 °C y pipeteo
vigoroso, la suspension celular fue recupe-
rada y lavada con PBS sin EDTA. La recu-
peracion fue excelente en términos de via-
bilidad y pureza.

Fenotipo

Las células (10° en 100 pl PBS) fueron
marcadas con anticuerpos monoclonales
anti-CD16 FITC (Leu-1la, Becton-Dickin-
son, San José, CA, USA), -CD64 PE (32.2,
Caltag, San Francisco, CA, USA) y -CD14
TriColor (MEM-18, Caltag), siguiendo las
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instrucciones del fabricante, ast como con-
troles isotipo apropiados. Después de una
incubacion de 30 minutos a 4 °C con los
anticuerpos, las células fueron lavadas dos
veces en PBS y fijadas con 0,5 ml de para-
formaldehido al 1%. El andlisis se realiz6
en un EPICS Profile II (Coulter, Hialeah, FL,
USA). Se recogieron los datos en formato
listmode de 10,000 células, para ser anali-
zadas con el software EPICS Elite Worksta-
tion (Coulter).

Produccion de IRO

Para la valoracion de produccion de
[RO (intermediarios reactivos del oxige-
no), decidimos medir la produccién de
H909 utilizando la sonda diclorofluores-
cin-diacetato (DCFH-DA). Esta sonda difun-
de en el interior celular y es desacetilada
en el citoplasma por esterasas inespecifi-
cas, quedando como producto diclorofluo-
rescin (DCFH), que no puede difundir al
exterior de la célula. En presencia de
H909, el DCFH es oxidado a diclorofluores-
ceina (DCF), compuesto que emite fluores-
cencia en el rango del FITC cuando es exci-
tado a 488 nm™.

Los monocitos fueron cargados con
DCFH-DA de la forma descrita previa-
mente. Después de dos lavados en PBS,
las células fueron resuspendidas en
RPMI-1640 y divididas en cuatro alicuo-
tas, para el estudio de produccion de
Hs09 tras estimulo especifico o inespe-
cifico.

Estimulo inespecifico: respuesta al PMA

A una de las alicuotas se anadié PMA
(100 ng/ml) como estimulo del estallido
respiratorio'’; la otra alicuota fue utiliza-
da como control. Ambas alicuotas fue-
ron incubadas durante 30 minutos a
37°C con agitacién, y posteriormente
lavadas en PBS antes de ser marcadas
con anticuerpos monoclonales (incuba-
cién 30 minutos a 4 °C): anti-CD16 PE
(Becton-Dickinson) y anti-CD14 TriColor.
Después de un lavado final, se analiza-
ron 10.000 células, y sus datos fueron
recogidos en formato listmode para un
analisis posterior.
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Estimulo especifico: entrecruzamiento
de FcyIR

El estimulo especifico consistio en el
entrecruzamiento de receptores FcyRI A
una de las alicuotas separadas a este fin
se afiadieron 10 pl de monoclonal 10.1
(Cymbus Biosciences), que reconoce un
epitopo en el sitio de uniéon del CD64
(FcyRD) con la fraccién Fe de la IgG. La
alicuota control no recibi6 este anticuer-
po. Después de una incubacién de 30
minutos a temperatura ambiente, las
células fueron lavadas con PBS, y se ana-
dio a ambas alicuotas una IgG de cabra
anti-ratén, marcada con PE. La funcién
de este anticuerpo es entrecruzar los
FcyRl del monocito, marcados con el
monoclonal 10,1. Después de otra incu-
baciéon de 30 minutos a temperatura
ambiente, se lavaron las células con PBS
y se analizaron 10.000 células por cito-
metria de flujo. Los datos fueron recogi-
dos en formato listmode para un analisis
posterior.

Citometria de flujo

Los estudios de citometria de flujo fue-
ron realizados en un citémetro EPICS Profi-
le Il equipado con el sistema PowerPak que
permite la medicién simultdnea de 3 fluo-
rescencias en una escala de 4 logaritmos.
La dispersion frontal se midié con amplifi-
cacion lineal, mientras que la dispersion
lateral y las tres fluorescencias en estudio
se sometieron a amplificacion logaritmica.
Los voltajes de los tubos fotomultiplicado-
res se mantuvieron constantes entre dife-
rentes muestras, y los valores obtenidos
para CD64 y fluorescencia de DCF fueron
linearizados antes del analisis de los datos.
Los monocitos fueron seleccionados
mediante acotamiento electrénico en un
histograma de dispersién frontal y disper-
sién lateral; las subpoblaciones de interés
dentro de los monocitos fueron seleccio-
nadas posteriormente mediante seleccion
electrénica en un histograma de dos para-
metros (expresion de CD14 frente a expre-
sion de CD16).

Analisis estadistico
Los datos fueron analizados mediante

el test de la U de Mann-Whitney, utilizando
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el software estadistico CSS Statistica for
Windows.

RESULTADOS
Expresion de CD64. Modulacion por IFNy

Los datos de nivel de expresion de
CD64 (canal lineal de fluorescencia) se
muestran en la tabla 1. Se observa que el
nivel de expresion es superior en las
muestras de pacientes con LES, sea en
situacion basal, sea tras incubacién en
presencia o ausencia de IFNy. La diferen-
cia entre los valores de los dos grupos
(control y pacientes) es estadisticamente
significativa para las tres alicuotas de
células (p=0,02, 0,018 y 0,005, para célu-
las recién aisladas, células incubadas sin
IFN y células incubadas con IFN, respecti-
vamente)

Como indice de incremento de expre-
sion de CD64 se calcul6 para cada muestra
el cociente entre canal lineal de fluores-
cencia para CD64 de células incubadas con
IFN y el mismo parametro en células incu-
badas sin IFN (Tabla 1). Como media, el
nivel de CD64 aumenté 3,28 veces en el
grupo de controles sanos, frente a 4,81
veces en el grupo de pacientes con LES. La
diferencia mostro6 significacion estadistica,
con una p=0,018.

Produccion basal de peroxido de hidro-
geno

La fluorescencia por DCF en células
no estimuladas (alicuota control) se
tomd como indice de producciéon basal
de HgO9. Tanto las células recién aisladas
como las incubadas sin o con IFN, perte-
necientes a pacientes de LES, mostraron
niveles basales de produccién de HyO9
superiores a los de las células de donan-
tes sanos (p<0,001, p=0,002 y p=0,001
para células en situacién basal, incuba-
das sin IFN e incubadas con IFN, respecti-
vamente; datos en tabla 2). En ambos gru-
pos, controles y pacientes, se observo
una disminucién en la fluorescencia basal
de DCF al comparar células incubadas sin
o con IFN con células recién aisladas
(Tabla 2).
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Tabla 1.

Expresion de CD64 (canal lineal de fluorescencia). Los valores en las celdas indican la media-

nay los percentiles 5 y 95 (entre paréntesis). La Gltima fila refleja el valor p de comparacién

entre muestras de ambos grupos.

Células recién

Células incubadas sin

Células incubadas con

aisladas IFN IFN
Controles sanos 88 (25; 248) 71 (26; 172) 296 (60; 425)
Pacientes LES 159 (67; 397) 138 (41; 426) 676 (164; 1710)
p 0,02 0,018 0,005

Tabla 2. Produccién basal de HyO9 (canal lineal de fluorescencia de DCF). Los valores en las celdas
indican la mediana y los percentiles 5y 95 (entre paréntesis). La altima fila refleja el valor p
de comparacion entre muestras de ambos grupos.

Células recién
aisladas

Células incubadas sin
IFN

Células incubadas con
IFN

Controles sanos

942 (278; 2496)

680 (278; 2194)

466 (143; 1678)

Pacientes LES

2845 (1754; 4459)

1739 (474; 2799)

1049 (354; 2195)

p

< 0,001

0,003

0,001

Produccion de Hy9O9 por estimulo ines-
pecifico

La produccién de HyO9 tras estimulo
inespecifico con PMA se valord para cada
muestra tomando como referencia el valor
de fluorescencia basal de DCF (alicuota con-
trol, sin PMA). Se calculd el cociente entre
fluorescencia de DCF de células estimula-
das y el mismo parametro en células no
estimuladas y se compararon los valores.
Los resultados se observan en la tabla 3. En
ambos grupos de individuos, controles y
pacientes de LES, los valores resultaron

Tabla 3.

similares para muestras de células con el
mismo tratamiento (células recién aisladas,
incubadas sin IFN o incubadas con IFN). No
se observaron diferencias estadisticamente
significativas, lo que indica que la capaci-
dad de produccién de HyO9 en cualquiera
de las tres:situaciones experimentales es
similar para ambos grupos (Tabla 3).

Produccion de HoO9 por estimulo especi-
fico

De forma similar al apartado anterior,
se calculd el cociente entre fluorescencia

Produccion de HyO9 en respuesta a PMA (cociente entre canal lineal de fluorescencia de DCF

en células estimuladas y células control). Los valores en las celdas indican la mediana y los
percentiles 5 y 95 (entre paréntesis). La dltima fila refleja el valor p de comparacion entre

muestras de ambos grupos.

Células recién
aisladas

Células incubadas sin
IFN

Células incubadas con
IFN

Controles sanos

942 (278; 2496)

680 (278; 2194)

466 (143; 1678)

Pacientes LES

2845 (1754; 4459)

1739 (474; 2799)

1049 (354; 2195)

p

< 0,001

0,003

0,001
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de DCF en células que se habian sometido
a entrecruzamiento del FcyRI y en células
control (células sin anticuerpo anti-CD64).
Los valores se recogen en la tabla 4. Tam-
bién como en el apartado anterior, no se
observaron diferencias estadisticamente
significativas entre células con el mismo
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tratamiento. En ambos grupos, el patrén
de respuesta era similar: ligero decremen-
to de la produccién de perdxido de hidro-
geno en células incubadas sin IFN, y ligero
incremento si las células habian sido incu-
badas en presencia de IFN (Tabla 4).

Tabla 4. Produccién de HyO9 por entrecruzamiento de FcyRI (cociente entre canal lineal de fluores-
cencia de DCF en células estimuladas y células control). Los valores en las celdas indican la
mediana y los percentiles 5 y 95 (entre paréntesis). La Gltima fila refleja el valor p de com-
paracion entre muestras de ambos grupos.

Células recién
aisladas

Células incubadas sin

Células incubadas con
IFN IFN

Controles sanos 1,00 (0,90; 1,49)

0,92 (0,81; 1,08)

1,14 (0,77, 1,55)

Pacientes LES 1,06 (0,87; 1,24)

0,93 (0,62; 1,28)

1,15 (0,85; 1,80)

p 0,75 (N.S.)

0,59 (N.S) 0,92 (N.S)

DISCUSION

En coincidencia con los datos publica-
dos, los monocitos de pacientes con LES
no mostraron defecto de expresion de
CD64; por el contrario, el nivel de expre-
sién de este receptor fue superior en los
monocitos de pacientes con LES cuando se
compararon con monocitos de pacientes
sanos. Por otra parte, el efecto modulador
del IFNy sobre esta molécula fue mas nota-
ble en los pacientes de LES, que respon-
dieron con incrementos de CD64 superio-
res a los observados en controles sanos*’.

En lo concerniente a la funcién de las
moléculas FcyRI, no se observé defecto de
funcionalidad en cuanto a induccién de
estallido respiratorio por estimulo de
estos receptores (entrecruzamiento): los
monocitos de pacientes con LES respon-
dieron de forma similar a los de pacientes
sanos, tanto en situacién basal como tras
incubacién con o sin IFN. Por otra parte,
en relacion con la producciéon basal de
H0O, si se observé una diferencia signifi-
cativa en los monocitos de pacientes con
LES, que presentaron mayores niveles
basales de produccién de este intermedia-
rio reactivo del oxigeno'”. Este hecho
podria tener significado biologico en los
mecanismos patogénicos del LES.
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