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RELACION DE ABREVIACIONES UTILIZADAS

Transductores de la sefal y activadores de la transcripcion

Janus tirosina cinasa

Sindrome de Sjogren primario

Sindrome de Sjogren

Interleucina

del inglés “Interferon alpha”

del inglés “Transforming growth factor-beta”

del inglés “Interferon gamma”
del inglés “Tumor necrosis factor”

Factor de transcripcion importante para el desarrollo de células Th1
Factor de transcripcion importante para el desarrollo de células Th2
del inglés “retinoic acid receptor-related orphan receptor y-T”
factor de crecimiento vascular endotelial

Artritis reumatoide

Enfermedad inflamatoria intestinal
Citocinas-inducibles SH2

Supresores de la sefializacion de citocinas

Interleucina-10 humana recombinante

Hormona de crecimiento

del inglés “Leukemia inhibitory factor”

del inglés “B cell activating factor belonging to the TNF family”

10



JH del inglés “Jak homology”

SH del inglés “Src-homology”

FERM del inglés “four-point-one, ezrin, radixin, moesin’
GAS delinglés “gamma activation sequence”
CMN  Células mononucleares

EDTA Acido etildiaminotetraacetico

SBF  Suero bovino fetal

Ac Anticuerpo

pSta3 Stat3 fosforilado

pStal Stat1 fosforilado

pJak1 Jak1 fosforilado

pTyk2 Tyk2 fosforilado

IF indice de fluorescencia

TBS  Amortiguador de tris

TBS-T Amortiguador de tris con Tween

DAB Diaminobenzidina

FA Fosfatasa alcalina
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RESUMEN

Objetivo. Los transductores y activadores de la transcripcion (Stats) son
importantes mediadores en la senalizacion de citocinas. Se ha reportado una
activacion constitutiva de estas proteinas, especificamente de Stat3 en varias
patologias. El sindrome de Sjogren primario (SSP), es una enfermedad
autoinmune, asociada a la sobreproduccion de citocinas que activan a los Stats,
como la IL-10, por lo que el objetivo de este trabajo fue determinar si existe una
activacién constitutiva de Stat3 en pacientes con SSP.

Metodologia. Se estudiaron 12 pacientes y 12 individuos aparentemente sanos,
todos del sexo femenino. Se aislaron células mononucleares (CMN) por gradiente
de densidad, mismas que fueron incubadas con o sin IL-10 humana recombinante
(IL-10hr). Se realizo tincidn de superficie con anticuerpos anti-CD3 o anti-CD19
marcados con Cy5. Mediante citometria de flujo se analiz6 la expresion vy
activacion de las proteinas Janus tirosina cinasas (Jaks) y Stats. Mediante
inmunohistoquimica se estudio la expresién de Stat3 fosforilado (pStat3) en tejido
de glandula salival de 6 pacientes y de 5 donadores sanos.

Resultados. Por citometria de flujo observamos una activacién constitutiva de
Stat3 en células T en los pacientes comparado con los individuos sanos, no asi en
las células B. Al analizar la expresion de Jak1, Tyk2, Stat1 y su forma fosforilada
en ambas poblaciones, no se encontré diferencias entre los dos grupos de estudio.
Por inmunohistoquimica se observé una mayor activacion de Stat3 en las células
epiteliales ductales y mononucleares del infiltrado en los pacientes al compararlo
con los individuos sanos.

Conclusiones. Los datos sugieren una activacion constitutiva de Stat3 en células
T de sangre periférica en pacientes con SSP, lo que al parecer es independiente
de la via de sefalizacion de la IL-10. También se identific6 dicha activacién
constitutiva en el tejido blanco (glandula salival) asociado a células epiteliales
ductales vy linfocitos. Una posible explicacidon seria que exista un entrecruzamiento
entre diferentes vias de senalizacion intracelular, lo que lleva a la activacién in vivo
de Stat3 a nivel sistémico y de dano a érgano blanco.
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ABSTRACT

Objective. Signal transducers and activators of transcription (Stats) are critical
mediators of cytokine signaling. Constitutive activation of Stats, especially Stat3
has been reported in several diseases. Primary Sjogren’s Syndrome (pSS) is
associated with overproduction of cytokines such as IL-10, although the
mechanism by which this occurs is unknown. Since Stat3 is a potent inducer of IL-
10, this study is focused to determine the pattern of Stat3 activation in peripheral
lymphocytes from patients with pSS.

Methods. Twelve pSS patients and twelve healthy age-matched control subjects
were studied. Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were isolated by
gradient centrifugation. Phosphorylated Stat3 (pStat3) as well as Stat3 expression
were determined by flow cytometry in gated CD3" and CD19" lymphocytes.
Similarly, pJak1 and pTyk2 were also determined in gated CD3" lymphocytes.

Results. Although expression of Stat3 protein is similar among controls and pSS
patients, we found that Stat3 is constitutively activated in CD3" lymphocytes from
pSS patients. Interestingly, neither Jak1 nor Tyk2 (the upstream activators of
Stat3) were activated in pSS CD3" lymphocytes, suggesting that the constitutive
activation of Stat3 observed in pSS patients may not depend on cytokine
stimulation but instead, it might be the result of an abnormal inactivation of pStat3.

Conclusion. These data provide evidence of abnormal Stat3 signaling in T cells
from pSS patients.
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INTRODUCCION

3.1 PATOGENIA DE LAS ENFERMEDADES DIFUSAS DEL TEJIDO
CONJUNTIVO.

Las enfermedades difusas del tejido conjuntivo, también llamadas de la
colagena, son enfermedades generalizadas, de base autoinmune, y que
comparten entre si diferentes manifestaciones clinicas y seroldgicas. La etiologia
de estas enfermedades se desconoce, pero los mecanismos que dan lugar a la
inflamacion y dano de las articulaciones y de otros tejidos, parecen tener un origen
multifactorial (1).

Durante los ultimos 25 afos, se ha propuesto que los mecanismos de
inmunorregulacion se encuentran afectados en diferente forma en cada una de
estas enfermedades. Se han identificado varias alteraciones de la regulacion
inmune que han contribuido al entendimiento de la patogenia de las mismas y han
abierto nuevos caminos a su tratamiento, aunque todavia queda un camino largo
por recorrer dado que no se cuenta con tratamientos totalmente curativos (1).
Dentro de este rubro de enfermedades autoinmunes se ubica al sindrome de
Sjogren.

El sindrome de Sjogren (SS), es una enfermedad cronica de base autoinmune,
que presenta un infiltrado linfocitario de las glandulas exdécrinas y del epitelio en
multiples sitios. La infiltracion en las glandulas salivales y lagrimales resulta en
queratoconjutivitis sicca (0jo seco) y xerostomia (disfuncion salival) (2). EI SS tiene
una prevalencia de 0.5% en la poblacion, y afecta principalmente a mujeres de

edades entre 40-50 afios (con una relacion mujeres: hombres de 9:1) (3). En el
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cuadro 1 se muestran los criterios europeos revisados en el 2002 para el

diagnodstico de SS (4).

Cuadro 1. Criterios de clasificacion para el sindrome de Sjogren.

I. Sintomas oculares: respuesta afirmativa por lo menos a alguna de las siguientes
preguntas:

a) presenta molestia persistente o problemas de ojo seco en los ultimos 3 meses?
b) tiene sensacion recurrente de arena o tierra en los ojos?
c) utiliza sustitutos de lagrimas mas de 3 veces al dia?

Il. Sintomas orales: respuesta afirmativa por lo menos a alguna de las siguientes
preguntas:

a) tiene sensacién de boca seca por mas de 3 meses?
b) presenta inflamacién recurrente o persistente de glandula salival?
c) ingiere liquidos de manera frecuente para poder deglutir los alimentos sélidos?

lll. Signos oculares: evidencia objetiva de alteracién ocular definida como
resultado positivo a alguna de estas dos pruebas:

a) prueba de Schirmer, se lleva a cabo sin anestesia ( < 0 = 5mm en 5 min.)
b) puntuacién de la prueba rosa de bengala u otra puntuacion de ojo seco
(> 0 = 4 de acuerdo al sistema de puntuacion de van Bijsterveld).

IV. Histopatologia. Presencia de sialodenitis focal linfocitaria en glandula salival
menor, evaluado por un experto, con una puntuacién >o=a 1 por mm? del tejido
glandular.

V. Dafio en glandula salival evaluado mediante la positividad a alguna de estas
pruebas:

a) flujo salival menor o igual a 1.5 ml en 15 minutos.

b) presencia de sialectasias evaluado por sialografia parotidea.

c) gamagrama salival que muestre retardo en la ingesta, disminucion en la
concentracién y/o retraso en la eliminacion del medio por la glandula.

VI. Presencia en suero de alguno de los siguientes anticuerpos:

a) anticuerpos anti-Ro (SSA) o antigenos anti-La (SSB), o ambos.
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El SS se puede presentar sélo (SS Primario, SSP) o en asociacion con otra
enfermedad del tejido conectivo tal como lupus eritematoso sistémico o artritis
reumatoide (SS Secundario) (2). Algunos pacientes presentan manifestaciones
sistémicas extraglandulares  tales como alteraciones neuroldgicas,
gastrointestinales, pulmonares, renales, dermatoldgicas y hematoldgicas, entre
otras (2). Dentro de las manifestaciones extraglandulares, el linfoma es una de las
complicaciones mas importantes en el SS. Se sabe que aproximadamente 4% de
los pacientes con SSP desarrolla linfoma (5).

Al igual que en otras enfermedades reumaticas la etiologia se desconoce. Sin
embargo, las infecciones virales han sido implicadas en el desarrollo de la
enfermedad. Esta asociacion se apoya en que las glandulas salivales son el lugar
de latencia de algunos virus, entre estos se incluyen: virus Epstein-Barr, virus de la
hepatitis C y retrovirus (6, 7). También los estudios por serologia han demostrado
la asociacion del SSP con los antigenos leucocitarios humanos (HLA) -DR3, DR2,
DR5 y DRw53 (8). Font y colaboradores (9) han descrito una distribucién anormal
de haplotipos en el promotor de la IL-10 (predominancia del haplotipo GCC) en
pacientes con SSP.

Dentro de las alteraciones inmunoldgicas observadas en los pacientes con SSP
se incluyen j) una respuesta inmune celular anormal, que se manifiesta como un
infiltrado inflamatorio, compuesto en su mayoria por linfocitos T (CD4") activados,
aunque también puede haber linfocitos B (10, 11), y ii) hiperactividad oligoclonal
de las células B que se traduce en la sobreproduccion de gammaglobulinas,

autoanticuerpos (factor reumatoide, anti-Ro y anti-La) y complejos inmunes (12).
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En la actualidad el tratamiento del SSP es exclusivamente sintomatico,
incluyendo lagrimas y saliva artificial (3, 13). Por ello, es necesario comprender la
fisiopatogenia de la enfermedad y asi poder lograr disefiar nuevas estrategias
terapeduticas.

Ademas, con base a la dicotomia existente entre células de ayuda Th1 y Th2,
T reguladoras (Treg) y mas recientemente las Th17, cada una con un patrén de
produccion de citocinas diferente, se ha hecho patente la importante participaciéon
de éstas en la regulacion de las respuestas observadas en el SSP, asi como en

otras enfermedades autoinmunes y no-autoinmunes.

El siguiente esquema fue adaptado de una revisién de Hansen et.al. (14), en el

cual se sugieren los posibles mecanismos que participan en la inmunopatogénesis

del SSP.
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Factores

Hormonas

!

Ambientales
v.g.r. infeccion
por el virus
coxsackie

Inflamacién glandular inicial

- Alteracion en la funcion
- Maduracion de células del
estroma
- Alteracion en la expresion de
citocinas

(v.g.r IFN-a, TGFg, IL-10)
-Inflamacion del epitelio con
expresion de neo-antigenos

Presentacidon de antigenos

Activacion de células T

< >

Predisposicion
genética

- Incremento de citocinas
pro-inflamatorias

- Disregulacion de la IL-10
- Incremento de BAFF

Formacién ectépica de centros
germinales

Activacion de células B con
alteracion en la diferenciacion
y migracion

Incremento
de citocinas
pro-inflamatorias

Disfunciéon glandular

- Liberacion inadecuada en
respuesta a neurotransmisores
- Alteracion en la funciéon

secretora

- Aumento en el dano tisular e
inflamacion

Produccion de
autoanticuerpos
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3.2 CITOCINAS.

Las citocinas son un grupo de mediadores solubles constituidos por proteinas
glucosiladas de bajo peso molecular (menos de 80 kDa), encargadas de la
comunicacion intercelular, principalmente entre las células que componen el
sistema inmunologico. Los eventos en los que estan involucradas ocurren durante
el inicio y a todo lo largo de una reaccién inmune, aunque también participan en el
desarrollo de las células hematopoyéticas (Figura 1). Las citocinas abarcan un
amplio espectro de reguladores de proteinas celulares y han sido clasificadas en
familias, dentro de las cuales estan: interleucinas (IL), interferones (IFN), factores
de necrosis tumoral (TNF), hemopoyetinas y quimiocinas. Estas se relacionan
estructuralmente, ademas de modular inmunidad e inflamacién. Las citocinas
generalmente actuan a corta distancia de manera paracrina o autocrina, a
diferencia de las hormonas cuya accion es endocrina. Primeramente interactuan
con receptores de alta afinidad localizados en la superficie de las células, y
posteriormente, regulan la transcripcion de varios genes celulares mediante

segundas sefales, que conducen a cambios en el comportamiento celular (15).
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Figura 1. Citocinas y hematopoiesis.
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En respuesta a varios agentes infecciosos, el sistema inmune adaptativo genera
distintas respuestas, las cuales son en parte reguladas por el patron de citocinas
secretadas por las células T efectoras. Hasta hace algunos afios se conocia dos
patrones de respuesta con base en la secrecidon de citocinas en los linfocitos
ayudadores T CD4": células Th1 que secretan IFN-y y células Th2 que secretan IL-
4, IL-5, e IL-13, entre otras (16, 17). Las células Th1 son esenciales en el control

de infecciones intracelulares, mientras que las células Th2 son importantes en
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infecciones por helmintos. Este tipo de respuestas también se asocian a la
patogénesis de la enfermedad mediada por inmunidad. Recientemente se ha
descrito la IL-17, y la familia que la compone (IL-17A e IL-17F), como una citocina
que juega un papel importante en la defensa contra bacterias extracelulares. Asi
mismo, la IL-17 se ha encontrado sobre-expresada en una variedad de

enfermedades autoinmunes y enfermedades inflamatorias (18-20).
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En el siguiente esquema (Figura 2) se resumen las posibles diferenciaciones de la
célula T y la importancia del tipo de respuesta originada con base en dicha

diferenciacion.

Th1 Patogenos

Stat4/T-bet intracelulares
IRF1
IL-12/IFN-y
Célula |

ndriti Infecciones

der_‘d{'t'?a_ Th2 por helmintos
¥ .25 / Stat6/Gata3

=9

e o

Th L1, 0L-6. 123 ) Thi7 Patégenos
TG F-B Stat3/RORyt extracelulares

TGF-p

TGF-B—> S}Jpresién
inmune

Esquema adaptado de Zhi Chen y Arian Laurence. Nature Immunology 2007, 8:903-905.
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3.2.2 CITOCINAS EN SINDROME DE SJOGREN PRIMARIO.

Existen muchas evidencias que sugieren que las citocinas juegan un papel
importante en la patogénesis del sindrome de Sjogren, al incrementar y promover
el proceso autoinmune celular y humoral (21-29).

De hecho, a algunas citocinas tipo Th1, involucradas en la patogénesis del SSP,
también se les ha atribuido una participacion en otras enfermedades autoinmunes
(24, 25), por ejemplo los niveles altos de IL-18 en plasma han sido correlacionados
con altos niveles de IgG1 tanto en pacientes con SSP como en pacientes con
artritis reumatoide (24). Ademas, se ha demostrado que la IL-18 esta involucrada
en la sefalizacion en el ambito local que conduce a la inflamacién en las glandulas
(25). Otro ejemplo incluye la expresion de la IL-12. En un estudio realizado en
ratones MRL/Ipr, se detectd la expresion local del RNAm de la IL-12 en una fase
temprana pro-inflamatoria de las lesiones autoinmunes (30). La expresion del
transcrito de ésta citocina también se observdé en una fase temprana pro-
inflamatoria de la sialoadenitis autoinmune, lo que sugiere que esta molécula
desempena un papel importante en la destrucciéon de las glandulas salivales
durante el desarrollo de una respuesta autoinmune (31). El grupo de Horiuchi
confirmd la importancia de esta interleucina, al estudiar la relacién de la IL-12 y el
virus del Epstein Barr (EBV), y al encontrar que la produccion de la IL-12 aumentd
durante la activacion del virus in vitro, de tal modo que esta contribuye al patrén de
respuesta tipo Th1 en el SSP. También se ha descrito que las citocinas IL-2, IL-3,
IL-6, IL-12 asi como la IL-10 entre otras, intervienen en la biopatologia de las

alteraciones linfoproliferativas de las células B (32).
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Otra citocina con importante participacion en la fisiopatogenia del SSP es la IL-
10. La IL-10 es una citocina pleiotropica que regula una gran variedad de
funciones de las células hematopoiéticas. Su principal funcién es anti-inflamatoria,
por lo que la IL-10 facilita la eliminacién de organismos infecciosos con minimo
dafo al tejido del huésped. Ademas, la IL-10 juega un papel importante en la
tolerancia inmune, en el desarrollo de las células T y de las células dendriticas, asi
como en el crecimiento y diferenciacion de células B (33). Dentro de las vias de
sefalizacion que utiliza la IL-10 que han sido mejor caracterizadas se ubica a la
via de Jak/Stat, cuya informaciéon se amplia en otro apartado. Brevemente, la
interaccion de la IL-10 con su receptor (IL-10R) activa a Jak1 y a Tyk2 (34), las
cuales se encuentran constitutivamente asociadas con los receptores IL-10R1 y
IL-10R2, respectivamente (35). La IL-10 induce en macréfagos la fosforilacion en
tirosina y la activacién de los factores de transcripcion Stat3 y Stat1, y en no-
macrofagos la activacion de Stat5 (34, 36-38).

A pesar de que la accién principal de la IL-10 es anti-inflamatoria, diversos
estudios la han implicado en la patogénesis del SSP. Se han reportado altos
niveles de IL-10 tanto en plasma como en saliva, y éstos han sido correlacionados
con la gravedad de la enfermedad (21, 26, 39). De hecho Fox y su grupo (22) han
demostrado claramente que las células T CD4" de glandulas salivales de
pacientes con SSP producen 40 veces mas IL-10, IL-2 e IFN-y que las células T
CD4" de sangre periférica. Asi mismo, en los ratones transgénicos para IL-10 se
ha demostrado que el incremento en la expresiéon de IL-10 tanto en glandulas
salivales como lagrimales contribuye a la destruccién de las mismas por una

mayor infiltracion de células T CD4" (40, 41). Otras evidencias, también en el

24



modelo murino de SSP, han demostrado que la liberacion de IL-10 mediante
transferencia de genes causa: i) una disminucién importante en la inflamacion
glandular, asi como ii) la disminucion de los niveles de IL-10 en plasma (27, 28).
Esto refleja la complejidad de la participacion de la IL-10 en la patogenia del SSP,
asi como en otras enfermedades autoinmunes.

Los estudios realizados en glandulas salivales de pacientes con SSP,
especificamente analisis de la expresion de genes importantes en la produccion
de citocinas, han demostrado la importancia de los interferones tipo | y Il en la
perpetuacion de la respuesta inmune (42, 43). También se ha descrito que las
citocinas como la IL-1, IL-6, IL-8 y TNF-a se transcriben en altas cantidades en las
células epiteliales de pacientes con SSP (44), y que las células mononucleares de
estos pacientes también producen en el ambito local IL-6 e IL-10, mismas que,
como se menciond previamente, contribuyen a la destruccion de las glandulas

exocrinas en el SSP (45).

3.3 VIA DE SENALIZACION JAK/STAT.

Durante los ultimos 15 afos se han descrito algunas de las moléculas mediante
las cuales las citocinas tipo | y tipo Il ejercen sus funciones, entre ellas se ubica a
las proteinas que componen la via Jak/Stat (tabla 1)(46). De hecho varias de las
citocinas involucradas en la patogenia del SSP sefalizan a través de la via
Jak/Stat. Como se mencioné previamente, el mecanismo de sefalizacion inicia
con la unidn a su receptor, o que desencadena una cascada de eventos que
llevan a la fosforilacion de las proteinas Janus tirosina cinasas (Jaks) y a los

transductores de la sefal y activadores de la trascripcion (Stats) (Figura 3). La
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familia de las Jaks, esta formada por cuatro proteinas citoplasmicas denominadas
Jak1, Jak2, Jak3 y Tyk2. El peso molecular varia entre 120-130 kDa (1000 a.a.).
La expresion de Jak1/Jak4 y Tyk2 es ubicua, mientras que Jak3 se expresa en
células NK y timocitos (47). En la figura 4 se muestra la estructura de las proteinas
Jaks, la cual se compone de 7 dominios conservados denominados JH1-JH7. La
region carboxilo-terminal es el dominio catalitico, éste incluye dos dominios:
dominio de tirosina cinasa (JH1) y otro de pseudocinasa (JH2). La regiéon amino-
terminal (JH3-JH7) esta constituida por un dominio denominado FERM, este
dominio media la unién de la citocina con su receptor. Se sabe que ambos
dominios FERM y el de pseudocinasa regulan la actividad catalitica (47, 48).

Los Stats son 7 proteinas (Stat 1, 2, 3, 4, 5a, 5b y 6) que se encuentran inactivas
en el citoplasma y son a su vez substratos de las Jaks. Los Stats una vez
activados, migran hacia el nucleo e inducen la transcripcion de genes de
moléculas que participan en diversos procesos celulares, tales como
sobrevivencia, proliferacién, diferenciacion y apoptosis (49, 50).

En la figura 5 se muestra la estructura de los Stats, dicha estructura constituye 5
dominios conservados: dominio amino-terminal, “coiled-coil”, dominio de unién al
DNA, dominio SH2 y el dominio de activacién transcripcional (TAD). En la regién
carboxilo-terminal se encuentran aproximadamente 125 aminoacidos bien
conservados, se sabe que ésta porcidn contribuye a la unién al DNA y también
regula la migracion del Stat al nucleo. EI dominio “coiled-coil” se asocia con varias
moléculas importantes en modificar la regulacion, tales como IRF9 (del inglés
“Interferon regulatory factor”). En la region carboxilo-terminal se localiza el dominio

de union al DNA, éste reconoce miembros de la familia GAS (del inglés
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“Interferon-gamma-activated site”) y también se ha asociado con la migracién del
Stat al nucleo. ElI dominio adjunto denominado “linker” es importante para
garantizar la uniéon al DNA. El dominio SH2 media el reclutamiento del receptor
especifico y la dimerizaciéon del Stat. El ultimo dominio es de activacion

transcripcional (TAD) (47, 48).

27



Tabla I. Jaks y Stats activados por citocinas.

Citocinas tipo | Jaks

1. Citocinas que comparten
el receptor yc:

IL-2, IL-7, IL-9, IL-15 Jak1, Jak3
IL-4 Jak1, Jak3
IL-13 Jak1, Jak2, Tyk2

2. Citocinas que comparten
el receptor f3c:

IL-2, IL-5, GM-CSF Jak2

3. Citocinas que comparten
el receptor gp130:

IL-6, IL-11, OSM, CNTF, LIF, CT-1

NNT-1/BSF-3 Jak1, Jak2
G-CSF Jak1, Jak2
Leptina Jak2

IL-12 Jak2, Tyk2
IL-23 ?

4. Citocinas con receptores homodiméricos:

hormona de crecimiento Jak2
prolactina Jak2
eritropoyetina Jak2
trombopoietina Jak2

Citocinas tipo ll

Interferon o/p Jak1, Tyk2
Interferon y Jak1, Jak2
IL-10 Jak1, Tyk2
IL-19 ?
IL-20 ?
IL-22 ?
IL-24 ?

Stats

Stat5a, Stat5b, Stat3
Stat6
Stat6

Stat5a, Stat5b

Stat3, Stat1
Stat3
Stat3
Stat4
Stat4

Stat5a, Stat5b, Stat3
Stat5a, Stat5b
Stat5a, Stat5b
Stat5a, Statsb

Stat1, Stat2
Stat1
Stat3

?
Stat3
Stat3, Statb
Stat3
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Figura 3. Via de sefializacion de Jak/Stat.

citocina

receptor

DNA
Transcripcion de genes

‘ = fosforilacion en residuos de tirosina o serina.
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Figura 4 y 5. Estructura de los Jaks y Stats.

Estructura de Jak

1 36 360 374 454 520 820 1124
1] & . JH3 JH2 JH1

FERM. media la interacion del receptor
(homologia a la banda 4.1, ezrin, radixin / moesin)

Pseudocinasa. regula la actividad catalitica con FERM
funciones reguladoras esenciales

Estructura de STAT

1 130 300 500 575 690 [ 748-851

Coiled-coil: involucrado en la interaccion proteina-proteina
DBD : dominio de union al DNA

SH2 : esencial para la activacion y funcion de STAT
TAD : dominio de activacion transcripcional

Figuras 3, 4 y 5 son una adaptacion de la revision por O'Shea J.J. et.al.
publicado en Cell 2002, 109:5121-S-131.
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3.3.1 Transductor y activador de la transcripcion-3 (Stat3).

Stat3 fue inicialmente descrito como un factor de respuesta de fase aguda (del
inglés acute-phase response factor [APRF]), por su capacidad de unirse y activar
un elemento del promotor (“enhancer”) de genes de fase aguda (conocidos como
elemento de respuesta de fase aguda) en hepatocitos estimulados con IL-6 (51,
52).

Estructuralmente el Stat3 es similar a los otros Stats, tiene una region
conservada amino-terminal involucrada en tetramerizacion, un dominio de union al
DNA, un dominio SH2 importante en el reclutamiento del receptor asi como la
dimerizacién del Stat y un dominio de transactivacién carboxi-terminal. Al igual que
los otros Stats, Stat3 es activado por fosforilacion en tirosina (Y705) en la regién
carboxi-terminal y fosforilacion en serina (S727) dentro del dominio de
transactivacion. La fosforilacion en tirosina como respuesta a la estimulacion por
citocinas es mediada por una Janus cinasa (Jak1) y se requiere para la
dimerizacién de Stat3, su translocacion al nucleo y su unién al DNA (53).

El Stat3 se caracteriza por su capacidad de activar diferentes genes en diferentes
tipos celulares (53). Dentro de las citocinas con capacidad de activar Stat3 se
incluye: a los miembros de la familia de la IL-6, leptina, IL-12, interferones, IL-10,
factor estimulador de granulocitos (G-CSF), factores de crecimiento y a
oncogenes; la gran variedad de citocinas con capacidad de activar Stat3, muestra
la complejidad de dicho factor.

Los ratones deficientes del gen de Stat3 son embridnicamente letales. Se piensa
que la muerte del embrion ocurre por una insuficiencia nutricional (54). Mediante el

uso de animales condicionales deficientes de Stat3 en diferentes tipos celulares,
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se ha entendido mejor la funcién de este factor en diversos tejidos. Con relacion al
sistema inmune y sus funciones inflamatorias, la deficiencia de Stat3 en células
epiteliales del timo causa una inadecuada sobrevivencia de timocitos (55). Los
efectos de la IL-6 son pleiotropicos, incluyendo la estimulacién de la supervivencia
de células T (56). Dada la importancia de Stat3 en la sefializacién a través de IL-6
es evidente que hay una alteracion en la supervivencia de células T mediada por
IL-6 (57). La deficiencia de Stat3 en células presentadoras de antigenos
interrumpe la tolerancia de la célula T (58), mientras que en granulocitos, la
deficiencia lleva a una excesiva proliferacion en respuesta al factor estimulador de
colonias de granulocitos (G-CSF) (59) .

Se ha descrito la participacién de Stat3 en la induccion de genes inflamatorios en
el higado (60), aunque también media las funciones anti-inflamatorias de la IL-10
en macrofagos, donde la activacion persistente lleva a una inflamacién intestinal
cronica (61, 62).

Estudios recientes han identificado a Stat3 como una molécula que juega un
papel clave en mediar inmunosupresion inducida por tumorigenesis. Se sabe que
Stat3 también tiene la capacidad de transducir sehales de varias proteinas
oncogeénicas (63-65), y que no es solamente un potente regulador negativo de una
respuesta Th1 que media inflamacién, sino que también es un importante
activador de varios genes indispensables para la inmunosupresion (61, 65). Se ha
descrito que Stat3 y Stats se encuentran frecuentemente hiperactivados en
tumores sodlidos y en enfermedades hematolégicas malignas (65). La activacion
constitutiva de Stat3 puede ser propagada en parte por factores reguladores de

Stat3 tales como la IL-10 y el factor de crecimiento vascular endotelial (del inglés
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VEGF), a partir de células tumorales hacia una diversidad de células del sistema
inmune. Esto media una intercomunicacién entre ambas, lo que genera
inmunosupresion involucrando una respuesta inmune inata y adaptativa (66). Es
evidente que el Stat3 es un factor de transcripcion con multiples funciones (Figura
6) en diferentes células (53, 67) reflejo de su importancia y participacién en
diferentes sistemas.

Dado que las citocinas juegan un papel fundamental en la patogenia del SSP, asi
como de otras enfermedades reumaticas, disecar algunas de estas vias es
indispensable para entender mejor la enfermedad y sugerir nuevas alternativas de

tratamiento.

Figura 6. Funciones de Stat3.

migracion
sobrevivencia T regeneracion

apoptosis +— | Stat3 |—> anergia

Transformacion / ¢ \ Actividad

celular _ . anti-inflamatoria
u proliferaciéon
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3.4 REGULACION DE LAS CITOCINAS.

En la respuesta inflamatoria participa la liberacion de mediadores y el
reclutamiento de leucocitos circulantes, los cuales son activados en el sitio de
inflamacion y asi mismo liberan otros mediadores. En muchos casos, la respuesta
inflamatoria se resuelve mediante la liberacion de mediadores endégenos anti-
inflamatorios (citocinas anti-inflamatorias), asi como la acumulacion de factores
intracelulares reguladores negativos. Por lo tanto, las células inflamatorias son
eliminadas en el momento adecuado. Sin embargo, la acumulacién y la activacion
persistente de leucocitos son factores criticos en la inflamacién crénica, lo que
sugiere una disfuncion de los mecanismos de regulacion negativa (15).
Actualmente existen estudios clinicos para el tratamiento de la inflamacion, dicho
tratamiento esta enfocado a la inhibicién en la produccién de mediadores pro-
inflamatorios y en la supresion de la iniciacion de la respuesta inflamatoria, por
ejemplo la supresion de las vias de sefalizacion positivas para citocinas pro-
inflamatorias. Es evidente, que el entendimiento sobre los mecanismos mediante
los cuales la respuesta inflamatoria se resuelve, contribuira a proveer nuevas
alternativas en el tratamiento de la inflamaciéon crénica, caracteristica de varias
enfermedades autoinmunes entre ellas el SSP.

3.4.1 Stats e inflamacion.

La expresion aberrante de la familia de citocinas LIF/IL-6 ha sido asociada a
enfermedades autoinmunes, choque séptico y neoplasia (68). Como se menciono
previamente, la activacion constitutiva de Stat3 se ha observado frecuentemente
en inflamacién crénica. Incluso se ha descrito activaciéon constitutiva de Stat3 entre

pacientes con artritis reumatoide (AR) y pacientes con enfermedad inflamatoria
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intestinal (Ell). Estos mismos resultados han sido reproducidos en modelos
murinos de AR vy EIll crénica. Otros Stats también han sido estudiados en
enfermedades autoinmunes, asi el incremento en la activacion de Stat1 ha sido
reportado en células epiteliales de pacientes con asma (69). Los ratones
transgénicos de Stat4 también desarrollan colitis (70) y la via de IL-12/Stat4 lleva a
una respuesta Th1, la cual también se ha demostrado en pacientes con
enfermedad de Crohn (71). Por lo tanto, los Stats juegan un rol positivo en el
proceso de inflamacion.

3.4.2 Regulacién negativa de la via Jak/Stat mediante la familia SOCS.

La duracion de las sefiales transmitidas por citocinas mediante la via de Jak/Stat,
es regulada en parte por la familia de proteinas Jak inhibidoras endégenas, a las
que se les conoce como supresoras de la sefalizacion de citocinas, del inglés:
suppressors of cytokine signaling (SOCS) o citocinas-inducibles SH2, del inglés:
cytokine-inducible SH2 proteins (CIS) (Figura 7) (72). La familia SOCS esta
compuesta por ocho proteinas relacionadas, que tienen en comuan un dominio SH2
seguido de un motivo llamado “caja de SOCS”, del inglés “SOCs box” (73, 74). De
éstas, SOCS1 y SOCS3 juegan un papel importante en inhibir senales que
participan en la via Jak/Stat, misma que mediante la activacién por citocinas
conduce a inflamacion. EI mecanismo de accion de SOCS1 y SOCS3 es inhibir la
actividad de las Jaks, SOCS1 directamente se une al sitio de activacién de las
Jaks a través del dominio SH2. Por otro lado, el SOCS3 se une a los receptores
de citocinas (Figura 8). Tanto el SOCS1 como el SOCS3 contienen una cinasa con
capacidad inhibitoria en la region amino terminal, misma que es esencial para la

inhibicion de Jak (75, 76).
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En las siguientes figuras se muestra a la familia de las proteinas SOCS, su
estructura y que es lo que las induce (figura 7); asi como el mecanismo por el cual
las proteinas SOCS regulan negativamente la sefializacion de citocinas, lo cual
puede ser inhibiendo la activacion de las Jaks, inhibir la fosforilacion del receptor
de la interleucina, para evitar el reclutamiento de los Stats o evitar que el Stat
migre hacia el nucleo (Figura 8). Ambas figuras han sido adaptadas de la revision

por Hanada y Yoshimura (15).

Figura 7. Familia de las proteinas SOCS.

Nombre Estructura Induccion mediante:
CIS1 :%E'hﬂ" Epo, IL-2, IL-3, HC, prolactina
JAB/SSI1/SOCS1 C D IL-2, IFN-gamma
CIS2/SSI2/SOCS2 “'"a{:-:-:a HC, IL-6, LIF, IGF
IL-1,-2,-3,-4,-6,-10, -11, HC, prolactina
CIS3/SSI3/SOCS3 @D  E£po, [IF, IFN-gamma, Leptina, LPS, TNF, etc.
ClS4/sOCs6 (D se desconoce
CIS5/NAP4/SOCS7 (D se desconoce
CIS6/SOCS5 D IL-6, IL-12
CIS7/SOCS4 C—— D se desconoce aunque se expresa en

células hematopoiéticas
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Figura 8. Mecanismo por el cual las proteinas SOCS regulan negativamente la

sefalizacion de citocinas.

Activacion Supresion

citocina citocina

SOCS1/JAB

transcripcion
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3.4.3 SOCS3 e inflamacion.

En un modelo murino deficiente en SOCS3 se observé que los ratones mueren
durante el periodo embrionario, ya sea por alteraciones en el feto durante la
eritropoiesis en el higado o por defectos en la funcion de la placenta (77, 78). Sin
embargo, el rol fisiolégico de SOCS3 en tejido adulto se desconoce. Varios
trabajos han reportado que el SOCS3 es inducido por varias citocinas
inflamatorias y anti-inflamatorias tales como: IL-6, IFN-y e IL-10. Se sabe que el
SOCS3 regula negativamente la accion de dichas citocinas, asi como las
funciones de las Stats (79). La expresion elevada de SOCS3 se ha descrito en
células epiteliales y de lamina propia del colon en el modelo murino de la
enfermedad inflamatoria intestinal (80). En pacientes con artritis reumatoide,
también se han observado altos niveles en la expresién de SOCS3 (81). Asi
mismo, en modelos murinos de sinovitis inflamatoria, el Stat3 fosforilado precede a
la expresion de SOCS3, lo cual es consistente con la idea de que el SOCS3 es
parte de la retroalimentacion negativa en la via de Jak/Stat. También se ha
demostrado que el SOCS3 puede ser fosforilado y probablemente ubiquitinado en
respuesta a estimulacion por citocinas (82).

Con base en lo descrito, es claro que las citocinas juegan un papel crucial en la
patogenia de las enfermedades autoinmunes, y entender las vias de senalizacion
que éstas utilizan asi como la regulacion de las mismas es imprescindible para

poder generar nuevas alternativas terapeduticas.
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4. HIPOTESIS NULA

La expresion y/o activacion de Stat3 es similar en linfocitos de sangre periférica de
pacientes con Sindrome de Sjogren primario (SSP) comparado con controles

Sanos.

HIPOTESIS ALTERNATIVA

La expresion y/o activacion de Stat3 se encuentra aumentada en linfocitos de

sangre periférica de pacientes con SSP comparado con controles sanos.
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5. OBJETIVO GENERAL

- Definir la expresiéon y activacién de Stat3 en linfocitos T y B de sangre

periférica de pacientes con SSP e individuos sanos.

5.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Mediante la técnica de citometria de flujo, estudiar el estado de expresién y
activacion de Stat3 tanto en condiciones basales como posterior a la
activacion con IL-10, en linfocitos T y B de sangre periférica de pacientes
con SSP y controles sanos.

- Analizar las vias de activacion de Stat3 (i.e. Jak1 y Tyk2) en linfocitos Ty B
de sangre periférica de pacientes con SSP y controles sanos.

- Determinar la expresién y activacion de Stat3 en glandula salival de

pacientes con SSP y controles sanos.
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6. DISENO EXPERIMENTAL

Este proyecto se someti6 a consideracion del comité de ética del Instituto Nacional
de Ciencias Médicas y Nutriciéon Salvador Zubiran. En todos los casos se obtuvo el
consentimiento informado por parte de los pacientes, para la obtencién de 60 ml

de sangre periférica, explicando el objetivo y la metodologia del estudio.

Sujetos de estudio

Se estudiaron 12 pacientes femeninas con diagndstico de SSP de acuerdo a los
Criterios Europeos del 2002 (4). Ninguna de las pacientes presentd evidencia
clinica de linfoma primario o de infeccion por el virus de la hepatitis B o C. La edad
promedio fue de 50+15 afnos (rango de 21-73 afos) y la duracion media de la
enfermedad fue 7+6 anos (rango 1-30 anos). Un factor de exclusion fue que las
pacientes estuviesen en tratamiento esteroideo o inmunosupresor. Las
caracteristicas clinicas y demograficas de las pacientes al momento del estudio se
muestran en la tabla 2. Como controles se incluyeron 12 mujeres aparentemente

sanas, pareadas por edad con los pacientes.

Materiales y métodos

6.1 Separacion de células mononucleares (CMN) de sangre periférica y
estimulacion in vitro. A partir de 60 mL de sangre periférica anticoagulada con
EDTA se aislaron CMN mediante gradiente de densidad Ficoll-Hystopaque (Sigma

Chemical Co, St. Louis MO). Después de lavar a las células con solucion
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amortiguadora de fosfatos (PBS), las muestras fueron resuspendidas en medio
RPMI-1640 (Gibco-BRL, Gaithersburg, MD) sin suplementar. En algunos
experimentos las células fueron incubadas toda la noche en medio RPMI-1640
suplementado con L-glutamina, penicilina/estreptomicina, y suero bovino fetal al
1% (SBF) (Gibco-BRL).

Las células fueron lavadas con PBS y se ajustaron a 5x10° células en 0.5ml de
RPMI sin suplementar. Se llevd a cabo una cinética de activaciéon con IL-10hr
(50ng/ml PharMingen, San Diego, CA) a diferentes tiempos. Se utilizé PBS para
las células no estimuladas (NS). Las células fueron incubadas a 37°C y la
activacion se interrumpié agregando PBS frio.

6.2 Analisis citofluorométrico intracelular de las proteinas Jak/Stat en
linfocitos T y B. Un millbn de CMN/ml fueron lavadas en PBS conteniendo 2% de
SBF. Se realiz6 tincion de superficie con el uso de anticuerpo monoclonal anti-
CD3 o anti-CD19 marcado con citocromo 5 (Cy5) (PharMingen). Después de dos
lavados las células se fijaron en 1.5 mL de formaldehido al 3% en PBS durante
una hora a 4°C. Las muestras se lavaron dos veces con PBS-SBF 2% para ser
incubadas 30 minutos a 4°C con 2 mL de buffer de permeabilizacion (saponina
0.1%, HEPES 0.01M en solucién de Hank pH 7.4). Para la tincion intracelular las
CMN (tenidas con anti-CD3 o anti-CD19) fueron incubadas 15 minutos a 4°C con
los siguientes anticuerpos policlonales: anti-Jak1 fosforilado (p-Jak1), anti- pTyk2
(Santa Cruz, Biotechnology Inc., CA) y anti-pStat1 (hechos en cabra) o anti-pStat3
(hecho en conejo) (Cell Signaling Technology, USA). Después de lavar 2 veces
con solucion de permeabilizacién, las CMN se incubaron 15 minutos a 4°C con los

anticuerpos secundarios especificos para cada especie, marcados con isoticianato
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de fluoresceina (FITC) (Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc., West
Groove, PA). En todos los experimentos se incluyé un control de fluorescencia
inespecifica que solamente contenia el anticuerpo secundario. Antes del analisis,
las muestras se lavaron 3 veces mas. Se realizaron ventanas electrénicas para la
poblaciéon de linfocitos de acuerdo con sus caracteristicas de tamafio y
granularidad (FSC/SSC en escala lineal). La excitacion de los fluorocromos se
llevé a cabo a 488 nm y la emisién se detecté a 525 y 670 nm (FITC y PE-Cy5
respectivamente). Se realizé una segunda ventana para las células CD3* o CD19"
para el analisis de las proteinas intracelulares en dichas subpoblaciones de
linfocitos.

6.3 Ensayo para la IL-10. Se cultivo un millon de CMN durante 24 horas en 1 ml
de medio RPMI 1640 mas SBF al 10%. La concentracion de la IL-10 se determin6
en los sobrenadantes mediante un kit de ELISA (R&D SYSTEMS Minneapolis, MN
USA) de acuerdo a protocolo estandar.

6.4 Analisis por inmunohistoquimica. Se obtuvieron biopsias de glandula salival
de seis pacientes. Como controles estudiamos cinco biopsias de glandula salival
de 5 individuos en los que se sospechd SSP, mismo que fue descartado por
histologia. Se utilizaron como anticuerpos primarios anti-CD3 y anti-CD20 (from
Dako, Glostrup, Denmark) monoclonales y el anti-pStat3 (Cell Signaling
Technology) anti-conejo policlonal. Los tejidos embebidos en parafina fueron
cortados (5um) y deshidratados con alcohol previo a su uso inmediato. Las
tinciones se hicieron de acuerdo a protocolos estandar (Dako EnVision™ and cell

signaling Technology). Los anticuerpos secundarios fueron anti-conejo o anti-ratén
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conjugados con biotina. La diaminobenzidina (DAB) y la fosfatasa alcalina (FA)
(Dako EnVision™ and cell signaling Technology) se utilizarén como cromogénos.

Analisis Estadistico. Los valores descriptivos de las variables se expresaron
como la media + desviacion estandard (DE). Las variables con distribucién normal
fueron analizadas mediante la prueba t de Student. Aquellas con distribucion no
normal se analizaron mediante la U de Mann-Whitney. Se considerd significativo
valores de P <0.05. El SPSS version 10.1.0 (SPSS, Chicago, IL) fue utilizado para

todos los analisis.
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Tabla 2. Caracteristicas clinicas de las pacientes.

% Pacientes

Aumento en tamano de Ilas

glandulas parotideas 70
Alteracion en tiroides 31
Alteracion pulmonar 15

Alteracion en nervios periféricos 15
Factor reumatoide positivo 85

Anticuerpos anti-Ro/La 62




7. Resultados

Expresion normal de Stat3 en linfocitos CD3" de pacientes con SSP.

Aunque se desconoce cual es la clave en el proceso de autoinmunidad presente
en pacientes con SSP, se sabe que existen alteraciones en linfocitos T y B (14).
Para determinar el papel de Stat3 en la patdgenesis del SSP analizamos mediante
citometria de flujo la expresién de Stat3 en células T (CD3") y B (CD19") de
sangre periférica de pacientes con SSP y en individuos sanos. La citometria de
flujo provee ciertas ventajas: /) permite analizar diferentes poblaciones celulares
en CMN totales, sin correr el riesgo de activacién de la célula en el proceso de
purificacion, ii) requiere un minimo de células para el analisis facilitando el estudio
sobre todo en aquellos pacientes que se encuentran linfopénicos, iii) provee un
analisis mas cuantitativo en la expresion de la proteina y la activacion de cada
célula (83). No se observo ninguna diferencia en la expresion de Stat3 en CD3" en
pacientes comparado con los individuos sanos (MFI=92+45 vs MFI=76+33,
p=0.294) [figura 1A]. Cuando se analizé la expresion de Stat3 en linfocitos CD19"
tampoco se observaron diferencias en la expresion de Stat3, pacientes

(MFI=50+£25) e individuos sanos (MFI=60126) [figura 1B].
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Stat3 se encuentra constitutivamente fosforilado en linfocitos CD3" de
pacientes con SSP.

Durante su activacion, Stat3 es fosforilado en residuos de tirosina, lo que genera
gue migre hacia el nucleo, donde se une al DNA y activa la transcripcion de genes
especificos. Con el objetivo de analizar el patron de activacién de Stat3 en células
T y B de los pacientes con SSP y compararlo con individuos sanos, analizamos la
presencia de pStat3 en células CD3" y CD19" en CMN no estimuladas.
Interesantemente, encontramos que los pacientes con SSP tienen una activacion
constitutiva de Stat3 en células CD3" en condiciones basales (MFI=44+13), los
datos son estadisticamente significativos al compararlos con los obtenidos de los
individuos sanos (MFI=23+3, p=0.002) [Figura 2A]. Al analizar pStat3 en células
CD19%, no encontramos una diferencia significativa entre los pacientes y los
individuos sanos (MFI=156+128 vs MFI=114180 respectivamente, p=0.309)

[Figura 2B].

La expresion de pJak1 y pTyk2 en linfocitos CD3" no estimulados de
pacientes con SSP es similar a la expresion en individuos sanos.

Después de la unién de una citocina especifica (v.g.r. IL-6 o IL-10) a su receptor,
las cinasas Jaks asociadas al receptor son activadas, en este caso IL-10 activa a
Jak1 y Tyk2. Posteriormente, Stat3 es reclutado y activado mediante fosforilacion
en tirosina. Con la finalidad de estudiar si las moléculas cascada arriba,
encargadas de activar Stat3 tenian un patrén de activacién anormal, analizamos la
fosforilacion de Jak1 y Tyk2 en células T CD3" de pacientes con SSP e individuos

sanos. En contraste con la activaciéon constitutiva de Stat3 observada en los
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pacientes con SSP, la activacion de Jak1 no reveld ninguna diferencia entre las
muestras de pacientes con SSP y de individuos sanos (MFI=501£45 vs MFI=57+40
respectivamente, p=0.69) [Figura 3A]. De igual manera, no observamos ningun
cambio con respecto a la activacion de Tyk2 en los pacientes vs individuos sanos

(MFI1=39£27 vs MFI=39%21 respectivamente, p=0.99) [Figura 3B].

Produccién de IL-10 por CMN no estimuladas.
Consistente con reportes anteriores, una produccion elevada de IL-10 ocurre en
CMN no estimuladas de pacientes con SSP (4351+2084 pg/mL) cuando se

compara con individuos sanos (344+246 pg/mL)(p=0.005) [Figura 4].

Deteccion de pStat3 en biopsias de glandulas salivales.

En seis biopsias de glandulas salivales provenientes de pacientes con SSP y en
cinco de individuos aparentemente sanos, se analizé la activacion de Stat3
(pStat3) por inmunohistoquimica. Esta reveld importantes diferencias entre
pacientes y controles. Inicialmente la tincion con hematoxilina y eosina mostré una
clara destruccion de la glandula salival de los pacientes cuando se compara con la
de los controles. En las glandulas de los pacientes, especificamente en las células
epiteliales y en los linfocitos inflamatorios se observé activacion de Stat3 (pStat3),

hallazgo no observado en las biopsias de los individuos sanos [Figura 5].
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Figura 1. Deteccion intracelular de Stat3 mediante citometria de flujo en células
CD3"y CD19". Células mononucleares de sangre periférica de individuos sanos y
pacientes con SSP, fueron tefidas con anticuerpos de superficie anti-CD3 (A) o
anti-CD19 (B), posteriormente fueron fijadas en paraformaldehido, y tincidon

intracelular se llevo a cabo para la deteccion de Stat3.
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Figure 1B.
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Figura 2. Deteccion intracelular de Stat3 activado (pStat3) mediante citometria de
flujo en células CD3"y CD19". Células mononucleares de sangre periférica de
individuos sanos y pacientes con SSP, fueron tefidas con anticuerpos de
superficie anti-CD3 (A) o anti-CD19 (B), posteriormente fueron fijadas en
paraformaldehido, y tincién intracelular se llevo a cabo para la deteccion de

pStat3. El analisis estadistico se realizé mediante la prueba t de Student.
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Figura 2B.

Controles

Y axis = indice de fluorescencia media

pacientes SSP

52



Figura 3. Deteccién de Jak1 y Tyk2 activados (pJak1 y pTyk2) mediante
citometria de flujo en células CD3". Células mononucleares de sangre periférica
de individuos sanos y pacientes con SSP, fueron tefiidas con anticuerpos de

superficie anti-CD3 y anti-pJak1 (A) o anti-CD3 y anti-pTyk2 (B).
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Figura 4. La concentracion de la IL-10 se determiné en los sobrenadantes de

células de pacientes con SSP y controles sanos mediante un kit de ELISA.
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Figura 5. Analisis de pStat3 por inmunohistoquimica. La deteccién de pStat3 se

analiz6 en glandulas salivales de pacientes con SSP e individuos sanos.
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7. Discusion

Las enfermedades autoinmunes se caracterizan por una alteracion en la
expresion de diversas citocinas. Por lo tanto, entender los mecanismos que llevan
a tal desregulacion es critico para un mejor estudio de la patogénesis de las
enfermedades autoinmunes. En el SSP, la sobre-expresiéon de IL-10 es una
alteracion importante, ademas es consistente con varios reportes previos (84) y
con datos que obtuvimos en nuestra poblaciéon de estudio. Es interesante que
aunque la IL-10 es regulada a nivel de transcripcidn y su produccion esta asociada
a haplotipos de IL-10 especificos (85), la asociacion entre polimorfismos
especificos y los niveles elevados de IL-10 son controversiales (9, 86).
Ciertamente, otros elementos en cis y/lo factores en trans podrian ser
responsables de la sobreproduccion de IL-10 observada en los pacientes con
SSP. Nuestro estudio reporta la primera evidencia de que las células T CD3" de
pacientes con SSP se caracterizan por una activacion anormal de Stat3, factor de
transcripcion que es activado y que ademas regula la expresion de IL-10.

El Stat3 fue inicialmente descrito con actividad de union al DNA en hepatocitos
estimulados con IL-6, y capaz de interactuar selectivamente con un elemento
“‘enhancer” en el promotor de genes de fase aguda, por lo que se conoce como
elemento de respuesta de fase aguda (51, 52). En estudios posteriores se
demostré que el Stat3 es activado por la familia de citocinas de IL-6, las cuales
senalizan a través de gp130 y de sus receptores relacionados (56, 87). El Stat3
tiene diversos efectos pleiotropicos, ya sea induciendo proliferacion o detencion

del crecimiento. También se le han atribuido funciones pro y anti-apoptéticas en
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diferentes contextos. En células T, el Stat3 a través de la sefnalizacion por IL-6,
induce supervivencia mediante la inhibicion de apoptosis (53). Por lo que el
incremento en la activacion de Stat3 observado en las células T de los pacientes
con SSP, puede tener diferentes consecuencias en la patogénesis de la
enfermedad: /) podria permitir la expansion de células T autoreactivas como
resultado en la inhibicion de apoptosis, y ii) podria contribuir a la expresion
anormal de citocinas que son reguladas por Stat3. De manera interesante, algunas
de las citocinas involucradas en la patogénesis del SSP (v.g.r. IL-10 e IL-6) llevan
a la activacion de Stat3 en sus células blanco. Sin embargo, es importante notar
que no se observé una activacion constitutiva de las proteinas-Jaks (Jak1 y Tyk2)
que preceden a la activacién final de Stat3 en los pacientes con SSP. Estos datos
sugieren que la activacion constitutiva de Stat3 observada en los pacientes con
SSP podria no depender de la estimulacion de citocinas y mas bien ser el
resultado de una inactivacion inadecuada de pStat3.

La activacion constitutiva de Stat3 no es una caracteristica exclusiva de los
pacientes con SSP. Se ha descrito también una activacion constitutiva de Stat3 en
células T residentes del intestino de pacientes con enfermedad de Crohn (88), asi
como en el tejido sinovial de pacientes con AR (89-91), y sin olvidar que también
se ha asociado a tumorigénesis (65). En las biopsias de glandulas salivales de los
pacientes con SSP, encontramos la presencia de pStat3 en células epiteliales e
infiltrados linfocitarios. La presencia de pStat3 podria ser atribuida a linfocitos T,
dado que es la mayor poblacion de células que se ha observado en dichos
infiltrados (92). Sin embargo, es necesario precisar cuales son las células que

expresan pStat3 y, mas importante aun, seguir la evolucién de los pacientes ante
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un posible desarrollo de linfoma no-Hodgkin, que es un tumor con baja incidencia
observado en los pacientes con SSP (5). Aun cuando en el presente trabajo no se
encontré diferencias significativas en relacion a la activacion de Stat3 en células B,
se sabe que la activacion constitutiva de Stat3 juega un papel importante en
linfomas de células B. Dicho efecto, es mediante el incremento en la proliferacion y
sobrevivencia de las células B (93).

Lo que también queda por definir es por un lado, ver si la activacién constitutiva
de Stat3 observada en los pacientes con SSP juega un papel critico en la
patogénesis de la enfermedad o si solamente es un marcador de inflamacion vy,
por otro estudiar si existe un defecto en los mecanismos que regulan la
activacion/inactivacion de los Stats tales como fosfatasas o mediante la familia
SOCS (discutido previamente), ya que estos mecanismos podrian estar regulados
de manera inadecuada no solamente en el SSP sino también en otras
enfermedades autoinmunes. Esto, seguramente, permitiria disefiar nuevas

estrategias terapeuticas en dichas patologias.
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Constitutive STAT3 activation in peripheral CD3" cells from
patients with primary Sjogren’s syndrome

HL Ramos’, G Valencia-Pacheco? J Alcocer-Varela'

'Department of Immunology and Rheumatology, National Institute of Medical Sciences and Nutrition Salvador Zubiran, Mexico City, and
Department of Immunology, School of Medicine, Autonomous University of San Luis Potosi, Mexico

Objective: Signal transducers and activators of transcription (STATs) are crucial mediators of cytokine
signalling. Constitutive activation of STATSs, especially STAT3, has been reported in several diseases. Primary
Sjogren’s syndrome (pSS) is associated with overproduction of cytokines such as interleukin-10 (IL-10),
although the mechanism by which this occurs is unknown. As STAT3 is a potent inducer of IL-10, this
study focused on determining the pattern of STAT3 activation in peripheral lymphocytes from patients with
pSS.

Methods: Twelve pSS patients and 12 healthy age-matched control subjects were studied. Peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) were isolated by gradient centrifugation. Phosphorylated STAT3 (pSTAT3) and
also STAT3 expression were determined by flow cytometry in gated CD3* and CD19* lymphocytes. Similarly,
pJakl and pTyk2 were also determined in gated CD3" lymphocytes.

Results: Although the protein expression of STAT3 was similar among controls and pSS patients, we found that
STAT3 was constitutively activated in CD3* lymphocytes from pSS patients. Neither Jakl nor Tyk2 (the
upstream activators of STAT3) was activated in pSS CD3* lymphocytes, suggesting that the constitutive
activation of STAT3 observed in pSS patients might not depend on cytokine stimulation but instead might be

the result of an abnormal inactivation of pSTAT3.

Conclusions: These data provide evidence of abnormal STATS3 signalling in T cells from pSS patients.

Primary Sjogren’s syndrome (pSS) is a systemic
autoimmune disease characterized by loss of function
of lacrimal and salivary glands, resulting in dry eyes
(keratoconjunctivitis sicca) and dry mouth (xerosto-
mia). The disease has a prevalence of about 0.5% of
the population and affects mainly females (female to
male ratio 9:1) (1). The aetiology remains unknown,
but evidence suggests the interaction of genetic and
environmental factors (2). The immunological
abnormalities observed in pSS patients involve an
autoimmune infiltration and focal accumulation of
lymphocytes in the exocrine glands, with a predomi-
nance of CD4" T cells (3). In addition, systemic
abnormalities are characterized by oligoclonal B-cell
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activation that leads to hypergammaglobulinaemia,
immune complexes and production of autoantibodies (4).
Several cytokines have been proposed to play a role
in the pathogenesis of the disease (5, 6); however,
among them, overproduction of interleukin-10 (IL-10)
is one of the most common traits described in this
disorder (5, 7).

IL-10 is a multifunctional cytokine with diverse
effects on most haematopoietic cell types. It regulates
B-cell activation and differentiation and induces
immunoglobulin synthesis and autoantibody produc-
tion. T-cell function is also affected by IL-10,
inhibiting cytokine production and proliferation of
CD4" T cells, and in contrast has stimulatory effects
on CD8" T cells (8). In pSS patients, IL-10 is released
by T cells from salivary glands and by peripheral
blood mononuclear cells (PBMCs) (5, 7). Moreover,
IL-10 messenger RNA (mRNA) expression is ele-
vated in the salivary glands of pSS patients (9) and in
autoimmune lacrimal gland disease in MRL/MpJ
mice (10). In a transgenic murine model IL-10 has
been reported to induce glandular tissue destruction
and lymphocyte infiltration (11). The mechanisms
involved in the prominent and sustained production
of IL-10 in pSS are still unknown.
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Signal transducers and activators of transcription
(STATs) proteins were identified in the past decade
in the context of normal interferon signalling (12).
STATs are activated by Janus tyrosine kinases (Jaks).
Their activation results in the expression of genes
that control important cellular functions, including
cell proliferation, differentiation, development and
survival, as well as other mechanisms associated with
immune responses (13, 14). STAT3 overexpression
has been associated with the pathogenesis of many
diseases, including rheumatoid arthritis (15-17) and
Crohn’s disease (18). In addition, STAT3 binds to a
single motif in the IL-10 promoter and elevates IL-10
gene expression (19).

In this study we demonstrate that pSS patients
have constitutive activation of STAT3 in PBMCs
and specifically in T cells. These results focus
attention on the role of this transcription factor in
the pathogenesis of pSS and the abnormal cytokine
profile observed in pSS.

Material and methods
Patients and controls

Twelve female patients fulfilling the American—
European Consensus Group criteria for the diagnosis
of pSS (20) were enrolled. The study was approved
by our institutional ethical committee and all subjects
gave written informed consent. None of the patients
had received immunosuppressive or corticosteroid
therapy for at least 1 year before enrollment. Patients
with a history or clinical evidence of primary
lymphoma, infection with hepatitis B, C or HIV
were excluded. The age of the patients ranged from
20 to 73 years (mean 50.3+15 years) and disease
duration ranged from 1 to 30 years (mean 7.3+7.8
years). Twelve healthy volunteers matched by sex,
race and age were included as controls.

Detection of STAT3 expression and pSTAT3in T and
B lymphocytes by flow cytometry

Surface staining of T and B lymphocytes was per-
formed in freshly isolated PBMCs according to
standard protocols using Cy5-conjugated anti-CD3
or Cy5-conjugated anti-CD19 monoclonal antibodies
(Pharmingen, San Diego, CA, USA). Cells were fixed
in 1% paraformaldehyde (PFA), washed and permea-
bilized in Hank’s balanced salt solution containing
0.1% saponin and 0.01 M HEPES. Polyclonal anti-
bodies to anti-STAT3 or anti-pSTAT3 (Cell Signaling
Technology, USA) were used to detect intracellu-
lar expression of STAT3 and pSTAT3 (pTyr705);
species-specific secondary fluorescein isothiocyanate
(FITC)-labelled polyclonal antibody (Jackson
ImmunoResearch Laboratories, Inc., West Groove,
PA, USA) was used. A control sample containing only
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the secondary FITC-labelled antibody (Jackson
ImmunoResearch) was included to set the threshold
of the fluorescence level. Samples were analysed on a
FACScan flow cytometer using the Cell Quest
Software (Becton-Dickinson, San Jose, CA, USA).
The mean fluorescence index (MFI) was defined as the
geometric mean fluorescence channel of cells express-
ing any given intracellular protein/geometric mean
fluorescence channel of the isotype control.

Detection of pJak1 and pTyk2 expression in T lymphocytes
by flow cytometry

Intracellular detection of pJakl and pTyk2 was
performed as described above, using goat polyclonal
antibodies anti-phosphorylated Jakl and anti-pTyk2
(SantaCruz, Biotechnology Inc., CA, USA).
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Figure 1. STAT3 expression in (A) CD3" cells and (B) CD19" cells
by flow cytometry. PBMCs from healthy controls and pSS patients
were fixed in PFA, stained for STAT3, and mean fluorescence
intensity (MFI) determined by flow cytometry analysis. Unpaired
and unequal t-tests were used for statistical analysis.
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Figure 2. Phosphorylated STAT3 (pSTAT3) expression in
(A) CD3" cells and (B) CDI19" cells by flow cytometry. PBMCs
from healthy controls and pSS patients were fixed in PFA, stained
for pSTATS3, and mean fluorescence intensity (MFI) determined by
flow cytometry analysis. Unpaired and unequal t-tests were used
for statistical analysis.

Results

Normal expression of STAT3 in non-stimulated CD3*
lymphocytes from pSS patients

Although the processes that underlie autoimmunity
in pSS are not known, disturbances on T and B
lymphocytes are probably involved (21). To deter-
mine the potential role of STAT?3 in the pathogenesis
of pSS, we analysed the expression of STAT3 in
T and B lymphocytes from freshly isolated PBMCs
obtained from pSS patients and controls. We
performed these analyses by flow cytometry because
(1) it allows the study of specific cell subtypes in
whole PBMCs, decreasing the risk of in vitro cell
activation as a result of extensive purification of
lymphocyte subpopulations, (ii) it requires a minimal
cell number for analysis, facilitating the study of
lymphopaenic patients, and (iii) it allows a better
quantitative analysis of protein expression and
activation for each individual cell (22). When
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STATS3 expression was analysed in gated CD3" cells,
we observed no difference in STAT3 expression
compared to controls (MFI=92+45 vs. 76+33,
p=0.294) (Figure 1A). In addition, when STAT3
was analysed in CDI19" gated lymphocytes, we
observed no differences in the expression of STAT3
among pSS patients (MFI=50+25) and controls
(MFI=60+26) (Figure 1B).

STAT3 is constitutively phosphorylated in non-stimulated
CD3" lymphocytes from pSS patients

Upon activation, STAT3 is phosphorylated at
tyrosine 705 and translocates to the nucleus, where
it binds DNA and activates the transcription of
specific target genes. To address the status of STAT3
activation in T and B cells from pSS patients and
controls directly, we analysed the presence of
pSTAT3 in gated CD3" and CD19" cells from non-
stimulated freshly isolated PBMCs by using a specific
polyclonal antibody that recognizes pSTATS3
(Tyr705) by flow cytometry. Surprisingly, pSS
patients showed prominent phosphorylation of
STAT3 in T cells (MFI=44+13), which was
statistically significant compared to the controls
(MFI=23+3, p=0.002) (Figure 2A). In the analysis
of STAT3 phosphorylation in B cells, pSS patients
showed no difference compared to controls
(MFI=156+128 vs. 114480, p=0.309) (Figure 2B).

Jak1 phosphorylation and pTyk2 expression in
non-stimulated CD3" lymphocytes are similar in pSS
patients and controls

Following binding of a specific cytokine (e.g. 1L-6
and IL-10) to its cognate receptor, receptor-asso-
ciated Jakl and Tyk2 are activated. STAT3 is then
recruited and activated by tyrosine phosphorylation.
To investigate whether upstream activators of
STAT3 were also constitutively activated in pSS,
we determined the status of activation of Jakl and
Tyk2 in non-stimulated CD3+ lymphocytes from pSS
patients and healthy controls. In contrast to the
prominent STAT3 activation that characterized pSS
patients, neither Jakl nor Tyk2 were differentially
activated in pSS compared to controls (Figure 3).
Thus, phosphorylation of Jakl was similar in
controls compared to pSS patients (MFI=50+45
vs. 57440, p=0.69) (Figure 3A). Similarly, pTyk2
was not different among controls and pSS patients
(MFI=394+27 vs. 39421, p=0.99) (Figure 3B).

Discussion

Autoimmune diseases are characterized by abnormal
profiles in cytokine expression. Understanding the
mechanisms that underlie this process is therefore
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Figure 3. (A) Phosphorylated Jakl (pJakl) and (B) pTyk2
expression in CD3" cells by flow cytometry. PBMCs from healthy
controls and pSS patients were fixed in PFA, stained for pJakl
(or pTyk2), and mean fluorescence intensity (MFI) determined by
flow cytometry analysis. Unpaired and unequal t-tests were used
for statistical analysis.

crucial in the study of autoimmune disease pathogenesis.
In pSS, the overexpression of IL-10 is among the
most important and consistent findings observed
(5). Although IL-10 is regulated at the level of
transcription and IL-10 production is related to
specific IL-10 haplotypes (23), the association
between specific polymorphisms and the elevated
IL-10 levels in pSS is controversial (24, 25). It is
therefore likely that other cis-elements and/or trans-
factors are responsible for the IL-10 overproduction
observed in pSS. The study reported here provides
the first evidence that peripheral T cells in pSS are
characterized by an abnormal activation of STATS3,
a transcription factor that regulates the expression
of IL-10.
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STAT3 was first described as a molecule with
DNA-binding activity, found in IL-6-stimulated
hepatocytes, that was capable of selectively interacting
with an enhancer element in the promoter of acute-
phase genes, known as the acute-phase response
element (26, 27). Further studies demonstrated that
STATS3 is activated by the entire family of IL-6-type
cytokines, which signal through gpl130 and related
receptors (28, 29). STAT3 has pleiotropic effects on
cells, inducing either proliferation or growth arrest.
It also has pro- and anti-apoptotic effects in different
contexts. In T cells, STAT3 induces survival through
IL-6-mediated suppression of apoptosis (30). The
increased activation of STAT3 observed in T cells
from pSS patients might therefore have different
consequences in the pathogenesis of the disease: (i) it
might allow the expansion of autoreactive T cells as a
result of decreased apoptosis, and (ii) it might
contribute to the abnormal cytokine expression of
genes that are regulated by this transcription factor.
Although some cytokines involved in the pathogenesis
of pSS (e.g. IL-6 and 1L-10) induce STAT3 activation
in their target cells, it is noteworthy that the activation
pattern of Jakl and Tyk2 did not correlate with the
pSTAT3 levels in pSS patients. These data might
suggest that the constitutive activation of STAT3
observed in pSS patients might not depend on
cytokine stimulation, but instead might be the result
of an abnormal inactivation of pSTATS3.

The persistent activation of STAT3 is not a unique
characteristic of pSS. Constitutive phosphorylation
of STAT3 has been described in intestinal T cells
from patients with Crohn’s disease (18) as well as in
rheumatoid arthritis synovial tissue (15-17). Whether
the constitutive activation of STAT3 might be a
crucial pathway in the pathogenesis of the auto-
immune disease or whether it is only an additional
marker of inflammation is yet to be determined. In
preliminary studies carried out at our laboratory
(unpublished observations), we found no alterations
in the expression and/or activation of other STATS
(i.e. STATI) in pSS, suggesting that indeed an
abnormal activation through STAT3 might be
crucial in the pathogenesis of pSS. The data
presented here highlight the importance of dissecting
the activation and negative regulatory pathways (e.g.
SOCS, PIAS, tyrosine phosphatases) that might be
altered in human autoimmune diseases, particularly
SOCS3, a negative regulator of activated STATS3
(31). Modulation of these pathways might be a useful
approach for designing new strategies for immuno-
therapy in autoimmune diseases.
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