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RESUMEN

Introduccion

Los inhibidores de las Janus Kinasas (JAKi), utilizados
para el tratamiento de malignidades, enfermedades
autoinmunes y de inmunodeficiencias, inducen even-
tos adversos como la a trombosis y neutropenia. En
lineas de hepatocarcinoma y mieloma humanos, los
JAKi promueven la exposicion de la fosfatidil serina
vinculada apoptosis. Los JAKi inhiben la activacion de
linfocitos T, su proliferacién y produccion de INFy. La
activacion como la muerte celular pueden generar Ve-
siculas Extracelulares (EV), estructuras derivadas de la
membrana plasmadtica que tienen un tamano entre 100
y 1000 nm, pueden contener organelos, &cidos nuclei-
cos, citoquinas y pueden tener en su superficie integri-
nas, selectinas y lipidos mediando su interaccién con
componentes del sistema inmunitario y modulando su
actividad. Las EV se consideran como sensores de la
homeostasis debido a que reflejan el balance entre la
estimulacion, la proliferacién y la muerte celulares.

El objetivo general es evaluar el efecto modulador de
las EV derivadas de fagocitos mononucleares tratados
con JAKi sobre componentes del sistema inmunitario de
personas sanas. Se determinaron las concentraciones
no citotoxicas, pero inhibitorias de cada JAKi. Mononu-
cleares totales de sangre periférica (PBMC) se trataron
con diluciones de Baricitinib e Itacitinib por 24 h y se
tineron con DIOC, y PI para evaluar el dafio mitocon-
drial y en membrana plasmatica, respectivamente. Las
concentraciones no citotoxicas (Itacitinib 25uM y Barici-
tinib 200 nM) inhibieron eficientemente la fosforilacién
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de STAT1 y la expresion del HLA-DR inducida por IFNy.
A esas dosis de los JAKi, se han tratado promonocitos
U937 y linfocitos Jurkat (control); de los sobrenadantes
se han aislado las EV mediante centrifugaciones y lava-
dos con PBS para eliminar trazas de los JAKi.

La caracterizacién de las variaciones en el nimero,
tamano relativo y fenotipo de las EV derivadas Jurkat
y U937 por citometria de flujo, mediante la evalua-
cién superficial de CD45, HMGB1, Fosfatidil serina,
CD4 y HLA-DR, no muestra diferencias en su namero,
tamano y fenotipo.

Las EV de ambas lineas tratadas con Itacitinib y Ba-
ricitinib, pero no las tratadas con su diluyente, pro-
mueven la agregacion plaquetaria. Es mayor la agre-
gaciéon inducida por EV derivadas de células tratadas
con ltacitinib y atin mayor el efecto en la agregacion
de las EV derivadas de U937.

Se han hecho ensayos de unién a células de sangre
periférica expuestas a las EV marcadas con CFSE. Un
60% de los neutrofilos, un 50% de los monocitos y un
10% de los linfocitos captan las EV derivadas de am-
bas lineas celulares independiente del tratamiento.
Sin embargo, hay una tendencia de dos veces mayor
a la internalizacién de las EV derivadas de U937 trata-
das con Itacitinib en comparacién con las EV control.
Se colige que las EV deben diferir en su composicién
para que explique los efectos en la agregaciodn plaque-
taria y la interaccién con leucocitos.

EV aisladas de monocitos de sangre periférica des-
pués de 24H de tratamiento con los JAKi se exponen
a mononucleares autdlogos de sangre periférica de
controles tefiidos con CFSE, se estimulan con PHA y
tratan con las EV por 120 h. Las EV derivadas de mo-
nocitos tratados con Itacitinib modulan la prolifera-
cion de linfocitos T.

En conclusion, la composicion de las EV en lipidos y
proteinas es afectada por los JAKi, induciendo causa
efectos diferenciales en agregacion plaquetaria, unién
hacia fagocitos y proliferacién de linfocitos T. Se reali-
zard la separacion de los acidos grasos de las EV me-
diante cromatografia de gases y se analizaran con un
detector de arreglo de diodos. Se validaran los expe-
rimentos mediante ensayos de proliferaciéon realizados
con linfocitos de sangre periférica estimulados con PHA
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y tratados con EV aisladas de U937 y Jurkat tratadas con
diferentes JAKi y se medirdn las citoquinas en los sobre-
nadantes de los cultivos de mononucleares.
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