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RESUMEN:

La artritis reumatoide es una enfermedad autoinmune discapacitante en la que se
presentan linfocitos activados en el compartimento sinovial. La contribucion del
linfocito T CD8+ en la patogénesis de la artritis reumatoide parece estar relacionada
con un cambio en la homeostasis de poblaciones linfoides. El objetivo de este
trabajo es describir la actividad de la granzima B, que es una de las mas potentes
moléculas apoptéticas, en dos subpoblaciones de linfocitos T CD8+ de acuerdo a la
expresion en su superficie de L-Selectina (CD62L) de muestras sanguineas de
pacientes con artritis reumatoide Materiales y métodos: La actividad de granzima B
en linfocitos extraidos de muestras de sangre total de pacientes con artritis
reumatoide se midié por citometria de flujo fluorescente (FACS). Se compard su
expresion con la de muestras sanguineas de donantes sanos. Resultados. Los
linfocitos CD3+ CD8+ expresaron diferentes niveles de granzima B. Aunque el rango
de expresion de granzima B en las dos subpoblaciones de linfocitos CD8+ CD62L+ Y
CD8+ CD62L- fue similar entre los donantes sanos y entre los enfermos con artritis
reumatoide, se establecié una diferencia entre los dos grupos. Discusién Los
resultados apoyan la hipotesis de linfocitos T CD8+ con cambios cualitativos
inespecificos en artritis reumatoide (AR) y aportan evidencia sobre una
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homeostasis diferente en la enfermedad. La expresion de granzima B en linfocitos T
CD8+ podria ser util para medir el estado de actividad inflamatoria de la artritis
reumatoide, pero es necesario disefar estudios clinicos para su validacion.

Palabras claves: Artritis reumatoide, fisiopatologia, granzima B, linfocito T CD8+,
CD62L-L-selectina.

ABSTRACT

Rheumatoid arthritis is an autoimmune disease that is characterized by activated
lymphocytes inside the synovial compartment. The contribution of CD8 + T
lymphocyte in the pathogenesis of rheumatoid arthritis appears to be related with
changes in lymphoid homeostasis. The aim of this paper is to describe the activity of
granzyme B in T CD8 + in two subsets: CD62L positive and CD62L negative in
rheumatoid arthritis. Materials and methods The granzyme B was measured by
fluorescent flow cytometry in human T cells extracted from whole blood samples of
patients with rheumatoid arthritis and healthy donnors. Results The CD3 + CD8 +
cells expressed different levels of granzyme B. Although the range was similar
between healthy controls and patients with rheumatoid arthritis, there was different
between these two groups. Discussion Granzyme B in CD8 + T lymphocytes has a
wide range of expression. The results support the hypothesis that CD8 + T cells have
gualitative changes in patients with rheumatoid arthritis (RA) versus those without the
disease. The expression of granzyme B in CD8 + T cells could be useful in measuring
the state of chronic inflammation associated with rheumatoid arthritis. It must be
necessary to design clinical studies for its validation.

Key words: Rheumatoid Arthritis, physiopathology, granzyme B, T CD8+
lymphocyte, CD62L

INTRODUCCION

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad sistémica autoinmune correspondiente a
una poliartritis crénica simétrica discapacitante (1). Se caracteriza por la presencia de
linfocitos activados en el compartimento sinovial (2,3) y por tres situaciones
fisiopatologicas: la generacion de auto-antigenos, la respuesta humoral con reaccién de
hipersensibilidad mediada por inmunocomplejos y la persistencia de la inflamacién. Esta
perpetuacion de la inflamacién compuesta por linfocitos activados predominantemente
de tipo T y macréfagos sobre vasos y fibroblastos (3), causa la sinovitis reumatoide que
lesiona la articulacion deforméndola irreversiblemente.

La contribucién del linfocito T CD8+ en la patogénesis de la artritis reumatoide parece
estar relacionada con un cambio en la homeostasis de poblaciones periféricas linfoides
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con inmunofenotipos T de maduracién desigual y/o senescentes (4,5) y se han
observado linfocitos CD8+ deficientes en perforina en tejidos procedentes de pacientes o
animales con sinovitis (6). Los linfocitos T CD8+ (LT CD8+) esenciales en la defensa
contra las células infectadas por virus y contra células neoplésicas (7), se han asociado
con enfermedad autoinmune (8). Son los primeros que se encuentran en una respuesta
inmune especifica y estudios experimentales han demostrado que exhiben diferencias
fisiol6gicas si son de memoria y ya han estado expuestos al antigeno, o si son linfocitos
recién expuestos o naives. Los LT CD8+ activados (9) eliminan patégenos intracelulares
mediante lisis celular inducida por granulos citotéxicos de proteasas que contienen
perforina y granzimas (10); de estas, la granzima B es una de las més potentes moléculas
apoptoticas, la cual usada con el factor reumatoide ha sido descrita como marcador
prondstico en la prediccién de erosiones articulares en AR temprana (11).

Los  linfocitos T normales pueden clasificarse por la expresiéon del marcador de
superficie CD45RA y segun si han estado o no en contacto con vasos sanguineos de
6rganos linfoides secundarios con la L-Selectina o CD62L (12, 13). Los linfocitos T
CD45RA+CD62L- se han encontrado disminuidos en AR. Mientras que los LT CD8+ de
memoria central CD45RA-CD62L+ se han encontrado en mayor proporcion,
comparativamente con individuos sanos; los linfocitos T CD8+ no expuestos y los CD8+
prediferenciados CD45RA-CD62L- no difieren entre pacientes con AR e individuos
control. Los linfocitos de memoria central CD45RA-CD62L+ CD4+ y CD8+ son mas
numerosos en pacientes con AR lo cual sugiere una maduracion acelerada del linfocito T
(14, 15) La disminuciéon de linfocitos T CD8+ diferenciados terminalmente
CD45RA+CD62L- en la sangre periférica en AR, puede ser debido a un incremento en su
apoptosis o por migracion a los sitios de la inflamacién.

En linfocitos T CD4+, la subpoblacion de memoria central CD45RA-CD62L+ esta
aumentada en pacientes con AR mientras que la poblacién no expuesta y la de memoria
efectora no difiere entre enfermos y sanos.

Ademas, la expresion de citocinas y la perturbaciéon de la homeostasis de los linfocitos T
CD8+ periféricos favorece la diferenciacion a tipos celulares que pueden ser reclutados en
la membrana sinovial, lo cual crea un circulo vicioso en los pacientes con AR por la
continua generaciéon de T CD8+ por destruccién articular (16)

El presente trabajo tiene como objetivo describir la actividad de la granzima B en LT
CD8+ en dos subpoblaciones CD62L+ y CD62L- , en muestras sanguineas de pacientes
con AR y en muestras de individuos sanos sin la enfermedad.
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MATERIALES Y METODOS

Para este trabajo se usaron muestras de sangre total en EDTA procedentes de 10 mujeres
con artritis reumatoide y de 10 individuos sanos, anénimos del Hospital Clinico
Universitario Lozano Blesa de Zaragoza, Espafa con los criterios éticos de seleccion y su
consentimiento informado. Las poblaciones celulares sanguineas se separaron por la
técnica del gradiente de densidad, con Ficoll-Histopaque. Las células mononucleares de
sangre periférica PBL (Peripheral blood lymphocytes) se aislaron tras centrifugar 5 mL de
ficoll y un volumen similar de sangre total (5mL) a 400 g durante 20 minutos.

Se obtuvieron tres fases, y se recogié la constituida por el anillo de color blanquecino
nuboso localizada en la parte intermedia. Esta fase con las PBL, se lavo varias veces a
velocidades gradualmente mas bajas (285 g-127g) con el fin de eliminar el mayor ntiimero
de plaquetas vy la toxicidad del ficoll. Las células se re-suspendieron en un volumen de 4

ml de PBS y se contaron al microscopio con azul trypan. Se obtuvieron entre 760 000 y
810 000 PBL de 5 mL de sangre.

La suspension celular se diluyé de manera que quedaran entre 95 000 y 150 000 células
por cada 100 pL, y se hizo el marcaje con anticuerpos fluorescentes. Para realizarlo se
prepar6 una suspension celular de 106 células/mL en PBS. Se afiadieron 100 pL de dicha
suspension a cada tubo de citometria sobre los que se agrego el anticuerpo monoclonal
especifico. En la tabla 1 se enumeran los diferentes anticuerpos monoclonales utilizados
en este trabajo.

Tabla 1. Anticuerpos monoclonales con fluorocromos usados en este disefio experimental

ANTIGENO CASA Tipo de ISOTIPO CANTIDAD

PARA ('OMERCIAL anticuerpo

DETECTAR Y

FLUOROCROMO

(D3 perCp Beckman coulter | UCHT-1 14 Gl 2 microlitrog

(D3 FITC Beckman coulter | UCHT-1 Iz Gl 2 mucrolifros

(D4 APC Beckman coulter | SFCI12T4D11 Ig Gl 2 microlitros
(T4)

(DS Pacific blue | Immunostep SPBI-FS Ig Gl 2 mucrolitros

(D62L APC e-Bioscience Dreg 56 Iz Gl 2 mucrolitros

Granzima B PE e-Bioscience GBI11 antibody Ig G1 monoclonal | 0,75 microlitros

humano raton
Control de Isotipo | Immunostep IgGl/1gGa 2 mucrolitros
PE/FITC

Fuente: Bernal, Bibiana Actividad de Granzima B en LT CD8+ DEA Inmunologia Universidad de Zaragoza. Septiembre 2010
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En los casos en los que se hizo un marcaje multiple, los anticuerpos se afiadieron
secuencialmente. La mezcla células/monoclonal se agit6 en un voértex durante 5
segundos y se incubdé durante 15 minutos, a temperatura ambiente y en oscuridad.
Seguidamente las células se diluyeron con PBS hasta un volumen final de 500 pL. En
células que previamente habian sido marcadas con anticuerpos anti CD3, CD8 y CD62L,
se realiz6 un marcaje intracelular para la granzima B, Una vez transcurridos 15 minutos
de incubaciéon del marcaje de membrana se usaron reactivos del kit intracell ™ de
Immunostep. Para ello se adicionaron a cada muestra, 100 pL de la solucion de fijacion A
(paraformaldehido al 1%) durante 7 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se
afladieron 500 pL de PBS y se centrifugé durante 5 minutos a 285 g.

Se retir6 el sobrenadante, se lavo y centrifugo el pellet durante 5 minutos mas y después
se agregd la soluciéon permeablizante B (saponina). Se mezcl6 bien con el vortex y se
agregaron 0.75 pL de anticuerpo anti granzima B. Se incubd en cuarto oscuro durante 15
minutos mas. Las células marcadas se midieroncon un citometro de flujo FACSAria,
utilizando el software de BD FACS Diva (Beckton, Dickinson).

En todas las medidas se adquirieron 50 000 eventos para el andlisis. Este se hizo,
seleccionando la poblaciéon CD3 positiva, lo que determiné la poblacién de linfocitos T. Se
comparé la poblacion CD3+ CD4+ con la CD3+ y CD8+, descartandose la poblacion
CD4+ para el andlisis de esta experiencia. Posteriormente se seleccioné la poblacion
CD8+ y se cotej6 con el marcaje de CD62L y se hizo de dos formas, primero con la
poblaciéon CD8+ y después la poblacion CD3+/ CD62L. Se seleccionaron los CD62L high
como de memoria central, los CD62L low como de memoria efectora o naives y los
CD62L negativos como los efectores citoliticos

RESULTADOS

Se midi6 una poblacién de CD3+ CD8+ con un rango entre 1 257 y 18 090 células. La
fraccion de PBL extraida de las muestras de sangre tuvo una poblacion del 63% de
linfocitos T CD3+ y los CD8+ se muestran en la grafica namero 1.
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Gréfica 1. Inmunofenotipos linfoides: a la izquierda, las distintas subpoblaciones de
linfocitos T CD3+, a la derecha la poblacién de linfocitos T CD8+ segtin el marcaje con
L-selectina (CD62L)
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CDa+CDé2L+
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Fuente: Bernal, Bibiana Actividad de Granzima B en LT CD8+ DEA Inmunologia Universidad de Zaragoza. Septiembre 2010

De ellos un 20% fueron linfocitos T CD8+ de los cuales un 57,5 % corresponde a linfocitos
T CD8+ CD62L negativos y un 42,5% a linfocitos T CD8+ CD62L +. La expresion de
granzima B fue variable, tal y como se puede observar en uno de los casos, representada
enla gréafica nimero 2y 3.

Grafica 2. Diagrama cartesiano con las subpoblaciones linfocitarias marcadas con CD3,
CD8 y CD62L
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Fuente: Bernal, Bibiana Actividad de Granzima B en LT CD8+ DEA Inmunologia Universidad de Zaragoza. Septiembre 2010
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Gréfica 3. Histograma con la expresion de granzima B marcada con PE-A.

REUMA2-TODO REUMA 1-11

Fuente: Bernal, Bibiana Actividad de Granzima B en LT CD8+ DEA Inmunologia Universidad de Zaragoza. Septiembre 2010

Se analizaron los inmunofenotipos CD3+ CD8+ CD62L+ ( Linfocitos T CD8+ de memoria
central por su marcacion positiva de L-selectina) y CD3+ CD8+ CD62L- (efectores, naive o
de memoria efectora). La mayor proporcion de linfocitos CD8+ fueron CD62L+ (11%)
que corresponden a linfocitos de memoria. Un 8% de los linfocitos fueron CD62L
negativos (linfocitos efectores y naives).

La expresion de la granzima B en la poblacion de CD8+ de memoria fue muy variada pero
superior en los sanos (31,4%) con referencia a los enfermos (29,19%). El inmunofenotipo T
CD8+ CD62L - que corresponderia a un fenotipo efector tuvo una marcacioén de granzima
B diferente al inmunofenotipo de memoria: en controles sin la enfermedad fue de 40,2 %,
menor que en donantes con Artritis reumatoide (46,7%).

La expresion de anti-granzima B en los linfocitos T CD8+ de sanos alcanzé un 31,4%. Los
linfocitos activados sin la molécula L-selectina, expresaron mas granzima B y en una
proporcion mayor en los linfocitos de pacientes con AR. En los linfocitos de memoria de
los donantes con la enfermedad parece conservarse una marcacion del 30%,
comparativamente més baja que en los linfocitos sin la enfermedad (grafica ntimero 4).
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Grafica 4. Porcentajes de la expresion de anticuerpos antigranzima B (GZB) en los
linfocitos T CD8+ de donantes sanos frente a expresion en linfocitos de pacientes con
artritis reumatoide en las diferentes subpoblaciones de linfocitos T CD3+ CD8+
CD62L+/- y CD8-CD62L+/-.
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Fuente: Bernal, Bibiana Actividad de Granzima B en LT CD8+ DEA Inmunologia Universidad de Zaragoza. Septiembre 2010

En todos los linfocitos T CD3+ los niveles de granzima B fueron superiores en los
donantes con enfermedad que en individuos control. En enfermos con AR los linfocitos
de memoria CD62L positivos fueron positivos para granzima B en un 27,32% frente a un
18,1 % en los donantes sin la enfermedad. Los de tipo efector T CD8+ CD62L -
alcanzaron un 19,7% de expresion de anticuerpos anti granzima B en pacientes con AR,
frente a un 14,5% en los controles sin la enfermedad.

DISCUSION

Al comparar la expresion de granzima B entre sanos y muestras de pacientes con AR,
encontramos que existe un amplio rango de expresion y no se correlaciona con el hecho
de poseer o no, la enfermedad.

La expresion de la granzima B fue mayor en los CD8+ que en linfocitos CD3+ CD8- fue
mayor a la obtenida en los linfocitos CD3+ CD8-, similar a lo encontrado en la literatura.
Las distintas subpoblaciones de linfocitos CD3+ CD8+ expresaron diferentes niveles de
granzima B, en un rango comprendido en todos los casos sin una diferencia significativa.

La poblacion CD8 de memoria fue mayor que la efectora, lo que indica un estado
sanguineo de no activacién linfoide. Debido a que son células memoria y expresan
proporcionalmente mas granzima B en los donantes sin enfermedad, es posible que
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posean una mayor capacidad de adoptar el inmunofenotipo efector mas rapido y con
mayor capacidad de cit6lisis. La poblacién de linfocitos T CD8+ naive CD62L negativo y
granzima negativas fue muy pequena. La expresién mayor de anticuerpos anti-granzima
B en los linfocitos T CD8+ efectores de los donantes con la enfermedad, podria ser
manifestaciéon de la inflamacion propia de la AR, pero la minima diferencia con los
donantes sin la enfermedad y el hecho del escaso ntimero de muestras no permite
realizar una comparacién estadistica.

Aunque no son conocidos los datos de la linea basal de expresion de granzima B en
linfocitos T CD8+ de sujetos normales, con este disefio experimental se han encontrado
datos en subpoblaciones de linfocitos que podrian aportar un conocimiento de cémo es la
funcién de los mismos en los pacientes con artritis reumatoide.

Los resultados obtenidos apoyan la hipétesis de que linfocitos T CD8+ muestran cambios
cualitativos en pacientes con artritis reumatoide frente a aquellos sin la enfermedad. En
los pacientes con AR, los linfocitos T CD8+ de memoria central CD62L+ tienen una
menor expresion de granzima B que la que tienen los linfocitos de pacientes sanos,
mientras que los efectores expresan mas granzima B que los de los sanos. Estos hallazgos
muestran la evidencia de una alteracion en la homeostasis de los linfocitos T CD8+
periféricos entre pacientes con AR. La expresion de granzima B superior en linfocitos T
CD8+ de pacientes con la enfermedad podria deberse a una maduracién acelerada del
linfocito T hacia linfocito efector con defectos funcionales y determinarfa un incremento
en la apoptosis de dichas células, con la posibilidad de no eliminar los linfocitos T CD8+
autorreactivos, o de realizar una migracion a los sitios de la inflamacion, sin ser 6ptimos.

La persistencia en la respuesta inflamatoria de los pacientes con AR reumatoide puede
asociarse con linfocitos T CD8+ efectores con una concentracién superior de granzima B.
Los linfocitos T CD8+ normales de memoria, ejecutarian mejor su funcién citotoéxica con
los linfocitos autorreactivos y el hecho de tener una menor expresiéon de granzima B en
los de la enfermedad, seria una causa del aumento en la concentracién de clones
autorreactivos. La expresion de granzima B en linfocitos T CD8+ podria ser ttil en la
medida del estado de actividad inflamatoria de la artritis reumatoide, pero es necesario
disefar los estudios clinicos pertinentes para llegar a esa conclusion.
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Investigacion en Salud publica GISP por su apoyo académico y cientifico.
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