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RESUMEN

Objetivo. Conocer el papel de los polimorfismos de la IL-10
en la susceptibilidad a padecer lupus eritematoso discoide
(LED) y sistémico (LES) e investigar el efecto de la atorvastati-
na en la expresion de CD40L e IL-10.

Meétodos. Se determino la frecuencia de tres polimorfismos
presentes en el promotor de la IL-10 en 248 pacientes de lupus
(192 LES y 56 LED) y 343 controles mediante amplificacion por
PCR e hibridacién con sondas especificas de alelo. Se estudié la
expresion de CD40L usando citometria de flujo y la concentra-
cién de IL-10 en sobrenadantes de cultivo mediante ELISA.

Resultados. Encontramos asociacion del genotipo alto pro-
ductor de IL-10 (-1082GG) con riesgo de desarrollar LED (OR
=2,10, p = 0,029). La frecuencia de anticuerpos anti-dsDNA fue
mayor en los pacientes de LES altos productores de IL-10 (p =
0,085). La expresion de CD40L en linfocitos T disminuye en
presencia de atorvastatina. La produccion de IL-10 por linfoci-
tos T y monocitos estimulados es inhibida en presencia de ator-
vastatina, mientras que la IL-10 producida de forma basal por
monocitos no es reducida por esta estatina.

Conclusion. El genotipo alto productor de IL-10 se asocia
con susceptibilidad a padecer LED y con una mayor prevalen-
cia de anticuerpos anti-dsDNA. La presencia de atorvastatina
inhibe la expresion de CD40L e IL-10 tras estimulacién celular,
pero es incapaz de reducir la produccion constitutiva de IL-10
por monocitos.
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ABSTRACT

Objective. To know the involvement of IL-10 cytokine pro-
moter polymorphisms on discoid (DLE) and systemic lupus
erythematosus (SLE) susceptibility in Northern Spanish pa-
tients and to investigate the effects of statins on CD40L and IL-
10 expression.

Methods. The frecuency of three nucleotide polymorphisms
on IL-10 (1082, -819 and -592) gene promoter was determined
in 248 lupus patients (192 SLE and 56 DLE) and 343 matched
control individuals by PCR amplification and hybridization
with allele specific probes. The expression of CD40L was stud-
ied using cytometric analysis and IL-10 concentration in cul-
ture supernatans was determined by ELISA techniques.

Results. The-1082 GG high IL-10 producer genotype was
associated with an increased risk to develop DLE (OR = 2,10, p
= 0,029). The frequency of antibodies to dsSDNA was higher in
high IL-10 producer patients with SLE (p = 0,085). CD40L ex-
pression on T lymphocytes was decreased with atorvastatin. IL-
10 production by stimulated T lymphocytes and monoytes was
inhibited by atorvastatin whereas basal monocyte production
was not reduced.

Conclusions. High 1L-10 producer genotype was associated
with susceptibility to DLE and with increased prevalence of an-
tibodies anti-dsDNA in Northern Spanish patients. The pres-
ence of atorvastatin inhibits CD40L and IL-10 expression after
celular stimulation but it is unable to reduce IL-10 constitutive
production by monocytes.
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INTRODUCCION

El Lupus Eritematoso Sistémico (LES) es una
patologia autoinmune, de etiologia desconocida,
en la que se pueden ver lesionados diversos or-
ganos como consecuencia del depésito y la pro-
duccién in situ de inmunocomplejos circulantes.

En los pacientes de LES se ha observado una hi-
peractividad de los linfocitos B dando lugar a la for-
macion de autoanticuerpos. Esta produccion es T
dependiente, siendo necesaria la interaccion CD40/
CD40L. En dichos pacientes se ha visto una hiper
expresion de CD40L, no sdlo en linfocitos T activa-
dos, sino también en linfocitos B y monocitos de
forma basal (1-4). El papel de esta molécula es cla-
ramente patogénico por su efecto promotor de la
aterogénesis, complicacion habitual en estos pa-
cientes que suelen presentar hipercolesterolemia al
generar anticuerpos frente a lipoproteinas sangui-
neas (5). La expresion aberrante de CD40L parece
estar implicada en la hiperactividad de las células B,
por lo que en este estudio se pretende investigar la
expresion de esta molécula en pacientes lUpicos asi
como la regulacion de la misma por farmacos in-
munomoduladores, como las estatinas.

La hiperactividad de los linfocitos B también es
dependiente de factores solubles moduladores de
su activacién, como son las citocinas. En esta pa-
tologia, con predominio deTh2, se han encontra-
do niveles elevados de citocinas inmunosupreso-
ras y particularmente de la I.-10 (6-8). Esta citocina
es un potente activador de linfocitos B, incremen-
tando la produccion de autoanticuerpos (9). Se ha
encontrado una variacion entre individuos sanos
en la produccién in vivo de esta citocina que esta
regulada genéticamente por tres polimorfismos
bialélicos localizados en las posiciones -1082
(G/A), -819 (C/T) y -592 (C/A) del promotor del gen
de la IL-10, dando lugar a los tres haplotipos, GCC,
ACC y ATA, correspondientes a genotipos altos,
bajos e intermedios productores de I1-10, respecti-
vamente (10, 11). Los niveles elevados de IL-10 en
pacientes de LES podrian tener un componente
genético predisponiendo a padecer la enferme-
dad. Por este motivo, en el presente trabajo se es-
tudié el genotipo de la IL-10 para los polimorfis-
mos citados en los pacientes lupicos asturianos.

MATERIALY METODOS

Pacientes

En el estudio participaron 248 pacientes de
Lupus Eritematoso, de los cuales 192 presenta-
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ban diagnostico de LES al reunir al menos 4 de
los criterios diagnosticos establecidos por el
American College of Rheumatology (ACR) (12);
los 56 pacientes restantes fueron diagnosticados
clinica e histolégicamente de LED. Los individuos
control (n = 343) fueron donantes sanguineos
voluntarios del Centro Comunitario de Transfu-
siones, Oviedo.

Las caracteristicas demogréficas e inmunolo-
gicas de los pacientes de Lupus Eritematoso se
resumen en laTabla I.

TABLA I. Caracteristicas demograficas e
inmunologicas de los pacientes de Lupus

Eritematoso
Pacientes de LE 248
Hombres/Mujeres 29/219
Pacientes de LED 56
Mujeres (%) 71,4
Media edad de diagnostico
(anos) = sd 43,0 + 134
Pacientes de LES 192
Mujeres (%) 93,2
Media edad de diagnostico
(anos) = sd 34,6 +14,7
Presencia de autoanticuerpos (%):
anti-SSa 30,6
anti-SSb 14,4
anti-RNP 13,3
anti-Sm 9,4
anti-dsDNA 66,7

sd: desviacion tipica.

Deteccion de autoanticuerpos

Se cuantificaron anticuerpos anti-DNA de do-
ble cadena (dsDNA) por radioinmunoensayo
(RIA) (Trinity Biotech plc, Bray, Irlanda) o ELISA
(ELIA dsDNA, Pharmacia, Freeburg, Alemania).
Se detecto6 la presencia de anticuerpos frente a
anti-Ro/SSa, anti-La/SSb, anti-RNP y/o anti-Sm
por ELISA cuantitativo (Orgentec, Mainz, Alema-
nia) y en las muestras positivas se determiné la
especificidad de los autoanticuerpos por immu-
noblotting (Inno-Lia, Innogenetics, Ghent, Bélgi-
ca) o ELISA especifico (Orgentec) dependiendo
del autoantigeno frente al que van dirigidos.

Extraccion de ADN

Las muestras sanguineas de pacientes y con-
troles se recogieron, con el consentimiento de
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ambos, en tubos de EDTA. A partir de sangre to-
tal se lisaron las células rojas usando RBC (red
blood cell lysis buffer, NH,HCO 0,05 mMy NH,CI
5 mM) y las células blancas con WCLB (white
blood cell lysis buffer, Tris 10 mM pH 8, EDTA 10
mM pH 8, NaCl 50 mM y 1% de sodium dodecil
sulfato). Las proteinas se digieren con proteina-
sa K a 37°C durante una noche, y se precipitan
por la adicion de NaCl 6M y centrifugacion a
2500 g durante 15 minutos. El ADN se precipita
anadiendo dos volumenes de etanol 96%.

En algunos pacientes, la extraccion de ADN
se hizo a partir de suero usando QlAmp blood kit
(Qiagen, Courtaboeuf, Francia), siguiendo las
instrucciones del fabricante.

Analisis del polimorfismo de la IL-10

Los alelos presentes en las posiciones -1082
(G/A) y -592 (C/A) del promotor del gen de la IL-10
se determinaron mediante amplificacion por PCR
de cada una de las tres regiones polimorficas ci-
tadas, e hibridacion con sondas marcadas con
fluorocromos especificas para uno de los alelos
de cada polimorfismo. La presencia de cada ale-
lo polimérfico en homo o heterocigosis se deter-
mind analizando la temperatura de melting de
cada fragmento amplificado con las sondas es-
pecificas mediante la utilizacién de un termoci-
clador a tiempo real (LighCycler).

En cada reaccion de PCR se usaron 10 ng de
ADN y un volumen total de 12 uL con 1,2 uL
de solucién tampon de PCR 10X (Tag DNA poli-
merasa y deoxinucledtidos trifosfato; Roche
Diagnostics, Mannheim, Alemania), MgCl, 4 mM,
0,5 uM de cada cebador, 0,2 uM de la sonda mar-
cada con fluoresceina (F) y 0,4 uM de la sonda
conjugada con LC Red-450. Las condiciones de
la PCR fueron 45 ciclos de 95°C durante 6 segun-
dos, 63°C durante 10 segundos y 22 segundos
a 72°C.

Los cebadores usados fueron: 5-ATC CAA
GAC AAC ACT ACT AAG GC y 5'-ATG GGGTGG
AAG AAGTTG AA para -1082 IL-10; 5'-GGT GAG
CACTAC CTG ACT AGC y 5-GCA GCC CTT CCA
TTTTACTTT C para -592 IL-10. Las sondas de hi-
bridacién (disenfadas por TIB MOLBIOL, Synthe-
selabor, Berlin, Alemania) fueron: GGATAG GAG
GTC CCTTACTTT CCT CTT ACC-F y LC Red640-
CCCTACTTC CCC CTCCCA AA para -1082; AGC
CTG GAA CAC ATC CTG TGA CCC C-F y LC
Red640-CCT GTC CTGTAG GAA GCC AGT CTC
para -5692. El alelo presente en la posicion -819
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se asigno directamente debido a que presenta li-
gamiento total con el alelo de la posicion -592 en
nuestra poblacion, como fue determinado en un
trabajo previo.

Cultivos celulares

Se obtuvieron células mononucleares de
sangre periférica de individuos sanos mediante
centrifugacién de las muestras en gradiente de
Ficoll-Hypaque (Lymphoprep, Nycomed, Oslo,
Noruega). Monocitos y linfocitosT fueron aislados
mediante gradiente en una soluciéon de Percoll
preparada con 1,656 mL de solucion salina Hank's
con Ca2* y Mg?* (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) y
6,8 mL de Percoll (Pharmacia, Uppsala, Suecia).

Las células fueron cultivadas a una concen-
tracion de 2 x 106 células/mL a 37°C, 5% CO,, en
medio RPMI 1640 conteniendo L-glutamina 2 mM
y HEPES 25 mM (BioWhittaker, Verviers, Bélgica)
suplementado con 10% de FCS inactivado con
calor y antibidticos, en placas de cultivo de 24 po-
cillos. Las células fueron activadas con PMA, di-
butiril AMPc, LPS (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)
y tratadas con atorvastatina (Pfizer Inc.)

Citometria de flujo

Se realizaron estudios fenotipicos de las célu-
las sanguineas en fresco de pacientes y contro-
les, asi como de las células mononucleares cul-
tivadas, mediante el uso de anticuerpos
monoclonales conjugados con fluorocromos
(BD Biosciences, San José, CA), que se analiza-
ron usando un citémetro de flujo FACScan (BD
Biosciences).

Produccion de citocinas

Las concentraciones de IL-10 presentes en los
sobrenadantes de cultivos de células mononucle-
ares se determinaron por ELISA. Las placas fue-
ron recubiertas durante una noche a 4°C con un
anticuerpo monoclonal anti IL-10 (R&D Systems)
y bloqueadas con caseina al 1% enTBS durante
2h a 37°C. Las muestras y estandares de IL-10
(R&D Systems) se incubaron 18h a 4°C. Tras la-
vado conTBS-Tween 0,05%, los pocillos se incu-
baron con fosfatasa alcalina conjugada con es-
treptavidina durante 1h y se revelaron usando
p-nitrofenol fosfato como sustrato. La absorban-
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cia se determino a una longitud de onda de 405
nm. Las concentraciones de IL-10 se calcularon a
partir de la curva estandar.

Analisis estadistico

Las frecuencias alélicas y genotipicas de pa-
cientes y controles se compararon con un Test
chi-cuadrado (x2). La susceptibilidad a padecer la
enfermedad, asi como la presencia de autoanti-
cuerpos especificos de LES, en funcion de los
genotipos funcionales de la IL-10 se analizd con
regresion logistica, calculando odds ratios (OR)
e intervalos de confianza al 95% (IC 95%). La
edad de diagndstico presenta una distribucion
normal (Test Kolmogorov-Smirnof), lo cual per-
mitio su andlisis mediante el Test T-Student. Los
niveles de IL-10 presentes en sobrenadantes de
cultivos celulares siguen una distribucién nor-
mal, siendo asi analizados mediante Test T-Stu-
dent.Todos los célculos se realizaron con el pro-
grama estadistico SPSS 11.5 (SPSS Inc.).

RESULTADOS

Polimorfismos funcionales en el promotor
de la IL-10 en pacientes y controles

Diversos estudios revelan la existencia de
una elevada variacion en la produccién de IL-10

entre individuos sanos, tanto en la secrecién in-
ducida tras la estimulacion de células in vitro
como en la produccién constitutiva. En ambos
casos la produccidén estd controlada genética-
mente por tres polimorfismos bialélicos localiza-
dos en las posiciones -1082(G/A), -819(C/T) y -5692
(C/A) del promotor de la I-10 que dan lugar a
tres haplotipos (GCC, ACC y ATA). Estudios pre-
vios muestran que individuos homocigotos pa-
ra el haplotipo GCC en el promotor de la IL-10
son altos productores de IL-10, tanto basal como
inducida, comparados con los individuos porta-
dores de los haplotipos ACC o ATA en homo o
heterocigosis. Estos hallazgos ponen de mani-
fiesto la relevancia de la posicion -1082 en la
produccion de IL-10. De esta forma, el genotipo
del promotor de la I-10 ha permitido la clasi-
ficacion de los individuos en altos (-1082GG)
y bajos (-1082GA o AA) productores de esta
citocina.

Los alelos polimorficos presentes en las posi-
ciones -1082, -819 y -592 del promotor génico de
la IL-10 se determinaron con sondas especificas
de alelo en 248 pacientes y 343 controles, lo que
permitio clasificar a los individuos en genotipos
altos (-1082GG) y bajos productores de IL-10
(-1082GA o AA). Se observa una mayor frecuen-
cia del genotipo alto productor de IL-10 (-1082GG)
entre los pacientes de LE que en la poblacién sa-
na (43,3% en pacientes vs 379% en controles; p =
0,059) (Tabla Il).

TABLA IlI. Distribucion de los genotipos del promotor de la IL-10

en individuos sanos y pacientes de LE asturianos

Controles Pacientes p (test-x?)
(n=343) (n=248)
-1082/-819/-592 IL-10 N (%) N (%)
Genotipo:
ATA/ATA 31(9,0) 22 (8,9) 0,944
ATA/ACC 64 (18,7) 35 (14,1) 0,144
ACC/ACC 39 (11,4) 28 (11,3) 0,976
GCC/ATA 58 (16,9) 35 (14,1) 0,357
GCC/ACC 100 (29,2) 76 (30,6) 0,696
GCC/GCC 51 (14,9) 52 (21,0) 0,054
Haplotipo:
GCC 260 (37,9) 215 (43,3) 0,059
ACC 243 (35,3) 167 (33,7) 0,518
ATA 184 (26,8) 114 (23,0) 0,134
Alelos:
-1082G* 37.9% 43,3% 0,059
-819T/-592A* 26,8% 23,0% 0,134
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Se analizd la influencia de estos genotipos en
la susceptibilidad a padecer lupus eritematoso,
tanto en la variedad sistémica como en la dis-
coide (Tabla Ill), encontrando asociacion del ge-
notipo alto productor de IL-10 con riesgo de des-
arrollar LED (26,8% en pacientes vs 14,9% en
controles, OR: 2,10; IC 95%: 1,08-4,06; p=0,029).

Influencia de los polimorfismos de la IL-10
en la edad de diagnéstico y el sexo

El estudio de la edad media de diagndstico en
funcion del genotipo de la IL-10 (Tabla IV), mostro
que los individuos afectados de la variedad sisté-
mica de la enfermedad son diagnosticados a una
edad mas temprana que los que padecen la afec-
tacion discoide, tanto en los genotipos bajos pro-
ductores de IL-10 (34,86 anos vs 40,88 anos; p =
0,017) como en los altos productores (33,84 anos
vs 48,93 anos; p = 0,002). Ademas, se ve que la
edad media de diagnostico en LES es similar en
ambos genotipos, mientras que en LED es mas
tardia en el genotipo alto productor de IL-10
(40,88 anos vs 48,93 anos; p = 0,046).

Expresion de Il-10 y CD40L en pacientes de lupus eritematoso

Cuando se analizé la edad media de diagnds-
tico en LES y LED respecto al sexo, se observd
qgue la edad de diagnéstico en hombres diferia
en funcién del genotipo de la IL-10; en los indivi-
duos con LED, la edad de diagndstico era mayor
en los altos productores (64,00 anos vs 43,70
anos; p = 0,004), mientras que en los pacientes
de LES, la edad de diagndstico mayor la presen-
taban los bajos productores de IL-10 (47,89 anos
vs 23,60 anos; p = 0,042). En el caso de las mu-
jeres no se observan diferencias significativas en
la edad de diagndstico entre genotipos en am-
bas variedades de la enfermedad (Figura 1).

Polimorfismos de la IL-10 y produccion
de autoanticuerpos en LES

Estudiamos la posible influencia de los poli-
morfismos del promotor de la IL-10 en la apari-
cion de autoanticuerpos frente a dsDNA, SSa,
SSb, RNP y Sm en los pacientes afectados de for-
ma sistémica (Figura 2). Los resultados muestran
una mayor frecuencia del genotipo bajo produc-
tor de IL-10 entre los pacientes que presentan an-

TABLA lll. Susceptibilidad a padecer lupus en genotipos altos
productores de IL-10

Lupus eritematoso

Controles Total LES LED
-1082 IL-10
AA - GA 292 (85,1) 196 (79,0) 155 (80,7) 4(73,2)
N (%)
GG 51 (14,9) 52 (21,0) 37 (19,3) 15 (26,8)
N (%)
OR (IC 95%) - 1,52 (0,99-2,33) 1,37 (0,86-2,18) 2,10 (1,08-4,06)
p 0,055 0,189 0,029
TABLA V. Influencia del polimorfismo de la IL-10
en la edad media de diagnoéstico de lupus (aiios)
LED LES
Hombres Mujeres Hombres Mujeres
-1082 IL-10
AA - GA 43,70 39,97 4789 34,05
GG 64,00 38,89 23,50 35,09
p (testT) 0,004 0,806 0,042 0,708
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Figura 1. Diagrama de cajas representando la edad de diagndstico de los pacientes de LED y LES en funcion
del sexo y del genotipo de la IL-10 (-1082GA/AA: genotipo bajo productor; -1082GG: genotipo alto productor).
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Figura 2. El histograma representa el porcentaje de pa-
cientes de lupus eritematoso sistémico (LES) que pre-
sentan anticuerpos especificos dirigidos contra los anti-
genos: DNA nativo, SSa, SSb, RNP y Sm. Los pacientes
de LES se clasificaron en bajos (-1082 GA/AA) y altos pro-
ductores de IL-10 (-1082GG).

ticuerpos anti-SSa (34,2% en bajos productores
vs 18,9% en altos productores; OR: 2,23; IC 95%:
0,92-5,41; p = 0,077), mientras que anticuerpos
anti-dsDNA son mas prevalentes en los pacien-
tes de genotipo alto productor de IL-10 (78,4% vs
63,2%; OR: 2,11; IC 95%: 0,90-4,92; p=0,085).
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Expresion de CD40L en linfocitos y monocitos
de pacientes de LES y controles

Se analizo la expresion de CD40L en la super-
ficie de linfocitos y monocitos de sangre periféri-
ca mediante citometria de flujo en 76 pacientes de
LES y 59 controles sanos. Observamos un valor
medio de la intensidad de fluorescencia media
(IFM) de CD40L mayor en pacientes de LES que
en controles, aunque las diferencias no fueron
significativas; no obstante, algunos de los pacien-
tes analizados mostraron una expresion muy ele-
vada de dicha molécula en linfocitos T (Figura 3).

Efecto de la atorvastatina en la expresion
de CD40L e IL-10

Las estatinas son farmacos usados habitual-
mente en el tratamiento de la hipercolesterole-
mia, afeccién comun entre los pacientes de LES.
Recientes estudios muestran efectos inmunosu-
presores de las estatinas, lo cual las convierte en
un posible tratamiento en muchas enfermeda-
des autoinmunes (13, 14).

Estudiamos el efecto de la atorvastatina en la
expresion de CD40L en linfocitos cultivados in
vitro durante 5h, mediante citometria de flujo.
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Figura 3. Dot-plots e histogramas con la intensidad de fluorescencia media (IFM) de la
expresion de CD40L en linfocitos T CD4+ de un pacientes de LES y un individuo sano.

Observamos que la expresion de CD40L en lin-
focitos T estimulados con lonomicina y AMPc o
lonomicina y PMA disminuye de forma dosis de-
pendiente a partir de una concentracion de ator-
vastatina de 5 pM, mientras que en concentra-
ciones menores de la misma se mantiene la
expresion de CD40L. En el caso de los linfocitos
B no se aprecian diferencias en la expresion de
CD40L en presencia de atorvastatina (Figura 4).

Se cuantificaron, mediante ELISA, los niveles
de IL-10 en sobrenadantes de cultivos de 48 h
tanto de linfocitos T como de monocitos (Figura
5). Se observo que los niveles de 110 en cultivos
de LT disminuian en presencia de atorvastatina a
concentracion 10 pM, tanto en el caso de culti-
vos estimulados con lonomicina y AMPc o lono-
micina y PMA, como en cultivos no tratados con
estimulos. En el caso de los monocitos se ob-
servo disminucion del nivel de IL-10 en los culti-
vos estimulados con LPS vy atorvastatina 10 uM
respecto a los tratados con LPS Unicamente; sin
embargo, la atorvastatina 10 yM no disminuyd
los niveles de 1110 producida por los monocitos
de forma basal.

DISCUSION

En nuestro estudio hemos encontrado asocia-
cion entre polimorfismos en el promotor de la IL-
10 y susceptibilidad a padecer lupus, asi como
con la presencia de autoanticuerpos especificos
en pacientes afectados de la variedad sistémica
de la enfermedad. Por otro lado, observamos
una expresion incrementada de CD40L en linfo-
citosT CD4+ de pacientes de LES respecto a la ex-
presion de dicha molécula en individuos sanos.

Aungue la etiologia de la enfermedad es aun
desconocida, existen evidencias que ponen de
manifiesto la influencia de factores genéticos en
el desarrollo del lupus, como la alta concordan-
cia observada en gemelos idénticos y la mayor
incidencia, tanto de la enfermedad como de cier-
tas alteraciones inmunoldgicas, entre familiares
gue entre la poblaciéon normal (15, 16). Diversos
estudios han descrito una mayor produccion de
IL-10 por parte de células no estimuladas proce-
dentes de pacientes de lupus al compararlas con
células procedentes de individuos sanos (17, 18).
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Figura 4. Dot-plots con la expresion de CD40L en linfocitos T y B, tanto no estimulados, como estimulados con lonomicina
y AMPc o PMA.
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También se han observado niveles elevados de
IL-10 en familiares sanos de pacientes afectados
de LES (18). Estos datos sugieren que los niveles
elevados de IL-10 hallados en pacientes de lupus
son debidos probablemente a una produccién
basal incrementada, de manera que en este tra-
bajo hemos analizado la influencia de esta cito-
cina en el desarrollo de la enfermedad.

Existe una elevada variacion en la produc-
cion de IL-10 entre individuos sanos, controlada
genéticamente por tres polimorfismos bialélicos
localizados en las posiciones -1082(G/A), -
819(C/T) y -592 (C/A) del promotor génico que
dan lugar a tres haplotipos (GCC, ACC y ATA)
asociados a una produccion de citocina variable,
de manera que individuos homocigotos para el
haplotipo GCC en el promotor de la I.-10 son al-
tos productores de la misma (11, 19). Asi, clasifi-
camos a los individuos de nuestra poblacion en
altos (individuos portadores de -1082GG) y bajos
(-1082GA o AA) productores de esta citocina, en-
contrando asociacion del genotipo alto produc-
tor de IL-10 con riesgo de desarrollar LED, pero
no asi de LES. En la literatura encontramos re-
sultados contradictorios acerca de la influencia
de los polimorfismos de la IL=10 en el desarrollo
del lupus, existiendo asociaciones del microsa-
télite 1L-10.G con la incidencia de LES en pacien-
tes de Escocia (20) e ltalia (21) pero no de Méxi-
co (22, 23), Suecia (22) u otras procedencias (24).
Respecto a las variaciones alélicas en las posi-
ciones -1082, -819 y -592 del gen de la IL-10, exis-
ten estudios que encuentran correlacion de di-
chos polimorfismos con presencia de
autoanticuerpos (25) y manifestaciones clinicas
(26, 27) en LES, pero no se ha descrito asocia-
cion de éstos con susceptibilidad a padecer lu-
pus (25-27).

La asociacion de una mayor produccion de IL-
10 con LED, no descrita hasta el momento, podria
indicar un papel de la I.-10 en el desarrollo de la
lesion discoide. Pese a ser la citocina inmunosu-
presora por excelencia de forma sistémica, ésta
podria inducir inflamacion cuando es sobreexpre-
sada de forma local. Los queratinocitos son uno
de los tipos celulares que producen IL-10, y esta
produccion se ve aumentada por la radiacion UV
(28), de forma que la IL-10 estimula a las células
endoteliales dérmicas para secretar citocinas
proinflamatorias y quimiocinas (29), pudiendo
originar lesiones cutaneas. Resultan interesantes
las observaciones de mejoria de manifestaciones
dérmicas en pacientes lUpicos tratados con anti-
cuerpos monoclonales anti IL-10 (30).

Expresion de Il-10 y CD40L en pacientes de lupus eritematoso

El andlisis de la influencia del genotipo de la
IL-10 en la edad de diagndstico mostré un debut
de la enfermedad mas tardio en el caso de hom-
bres con genotipo alto productor de IL-10 afecta-
dos de LED; sin embargo, este dato podria ser
explicado en virtud del genotipo Unicamente y
no por la variedad de la enfermedad, pues se ha
descrito que los individuos varones con genoti-
po alto productor de IL-10 presentan mayor lon-
gevidad (31).

En la poblacion estudiada se encontré aso-
ciacion no estadisticamente significativa de la
presencia de anticuerpos anti-SSa con el geno-
tipo bajo productor de IL-10, asi como una ma-
yor prevalencia de anticuerpos anti-dsDNA en
los pacientes portadores del genotipo alto pro-
ductor. Niveles séricos elevados de IL-10 se co-
rrelacionan con enfermedad activa vy titulos al-
tos de anticuerpos anti-dsDNA en pacientes
lUpicos (6-9).

Los pacientes de LES muestran hiperactivi-
dad de los linfocitos B que origina la formacion
de autoanticuerpos, proceso T-dependiente que
precisa la interaccion CD40/CD40L. En los pa-
cientes analizados se ha visto una expresién de
CD40L mayor que en individuos sanos, princi-
palmente en linfocitos T CD4+; esta expresion
puede ser responsable de la excesiva actividad
de las células B, tal y como han apuntado otros
estudios (1-4).

En muchas ocasiones los pacientes de LES
presentan niveles elevados de colesterol, como
consecuencia del tratamiento con corticoides o
de la presencia de anticuerpos dirigidos a lipo-
proteinas sanguineas, motivo por el que se les
administran estatinas; éstas presentan propieda-
des inmunomoduladoras (13, 14). Entre los efec-
tos pleiotropicos de las estatinas se encuentra su
capacidad de inhibir la expresion de CD40L (32).
En el presente estudio se observé una disminu-
cion de la expresion de CD40L de linfocitosT, tan-
to basal como inducida, a partir de concentra-
ciones de atorvastatina superiores a 5 pM. Otro
efecto inmunomodulador de las estatinas es su
capacidad antiinflamatoria, promoviendo res-
puestas tipo Th2 debido a la produccion de cito-
cinas inmunosupresoras (33, 34). En los ensayos
realizados, la atorvastatina 10 yM disminuia la
produccién de IL-10 basal e inducida por los lin-
focitosT, mientras que en el caso de los monoci-
tos se observé disminucion de IL-10 inducida pe-
ro no de la producida de forma basal por este
tipo celular.
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