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RESUMEN

Introduccién. La sobre-expresion de genes inducidos por los interferones tipo I
(IFN-I) es una caracteristica comun del lupus eritematoso sistémico (LES) y de
sus modelos experimentales. Sin embargo, la participacion de la sobreproduccion
de IFN-I endogeno en este padecimiento no es clara. En este trabajo exploramos
la posibilidad de que la senalizacion alterada a través del receptor a IFN-I (IFNAR)
y su inhibidor fisiologico SOCS1 pueda participar para dar el sello de IFN-I

encontrado en pacientes con LES.

Métodos. Se obtuvieron lisados totales de células mononucleares de sangre
periférica (CMN) de pacientes con LES con o sin actividad de la enfermedad y
controles sanos, cultivados en presencia o ausencia del IFN-I, y se analizaron
mediante inmunoprecipitacion y/o western blot para examinar la expresion de
IFNAR y el estado de las proteinas de senalizacion asociadas, Jakl y STAT2, asi
como su relacion con el inhibidor fisiologico de la via de senalizacion (SOCS1) y

con los niveles plasmaticos de IFN alfa.

Resultados. Los pacientes con LES, pero no los controles sanos, mostraron
fosforilacion constitutiva de Jakl y STAT2, la cual no tuvo relacion con la
actividad de la enfermedad ni con los niveles séricos de IFN-I. Se encontré una
disminucion en la expresion de SOCS1 en LES, tanto libre como asociada a
IFNAR, principalmente a nivel de mRNA de SOCS1, atun después del cultivo en
presencia con IFN beta. Los plasmas de los pacientes con LES activo indujeron la

expresion de genes dependientes de IFN-I.

Andalisis de resultados. Los pacientes con LES tienen la via de senalizacion de
IFNAR constitutivamente activada, como se denota por la fosforilacion de Jakl y
STAT2 aun en ausencia de estimulo externo. Ya que dicha activacion no se debe
a niveles elevados de IFN alfa en el suero de LES, proponemos que la
disminucién en la expresion del regulador principal de la via, SOCS1, podria

contribuir a la senalizacion aumentada de IFN-I en LES.

Conclusiones. Estas observaciones sugieren que el patréon génico caracteristico de
IFN-I asociado a LES podria ser debido a una regulacion defectuosa de la
senalizacion a través de IFNAR y no necesariamente a niveles anormales de IFN-

L.
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INTRODUCCION

Las enfermedades autoinmunes afectan aproximadamente al 5% de la poblacion
humana, y las mujeres son mucho mas propensas a padecerlas. Estas
enfermedades pueden ser descritas como condiciones patolégicas en las cuales el
sistema inmunitario reacciona a los propios tejidos del huésped, y pueden estar
mediadas directa o indirectamente por el sistema inmune adaptativo, ya sean
linfocitos T o anticuerpos dirigidos contra uno o mas componentes del organismo.
El pronédstico de estas enfermedades ha mejorado mucho con el uso de diversos
medicamentos como los glucocorticoides, pese a lo cual, algunas de estas
enfermedades siguen teniendo una tasa elevada de mortalidad. Por lo tanto, es de
vital importancia elucidar los eventos que conducen al desarrollo de la

autoinmunidad, y de ser posible, encontrar opciones terapéuticas adecuadas.

La patogenia de las enfermedades autoinmunes es compleja y muy diversa, y
aunque se han identificado diversos factores predisponentes, es necesaria la
asociacion de varios de ellos para que se desarrolle la enfermedad. Asi, ademas de
la presencia de clonas autorreactivas de linfocitos B y/o T y/o ruptura de la
tolerancia, ademas del reconocimiento de antigenos propios por parte de estas
células, deben concurrir factores adicionales de susceptibilidad, como
predisposicion genética, de las cuales la de mayor impacto es el complejo principal
de histocompatibilidad (MHC) [1], factores biologicos (hormonas sexuales, edad) [2]
y factores exoégenos fisicos, quimicos o biologicos (medio ambiente, medicamentos,

luz ultravioleta) [3,4].

El lupus eritematoso sistémico (LES) generalmente se acepta como la enfermedad
autoinmune sistémica clasica debido a su amplio espectro de anormalidades
clinicas e inmunologicas [5,6]. En este trabajo, tomando como base el hallazgo de
un patron génico caracteristico de sello de interferon (patron de expresion genética
caracterizado por una prominente sobreexpresion de genes que codifican mRNA
inducidos por IFN-I) en pacientes con LES, se estudio la posible existencia de una
alteracion en la via de senalizacion de IFN-I, y su repercusion en la patogénesis del

LES.



HISTORIA DE LES

El lupus eritematoso sistémico (LES) no es una enfermedad de reciente aparicion,
y se ha sugerido que algunas lesiones cutaneas fueron descritas por Hipocrates
bajo el término de herpes esthiomenos. Lupus, lobo en latin, fue asociado con una
enfermedad en el siglo X, presumiblemente para describir lesiones cutaneas que
recordaban una mordida de lobo. El reconocimiento del LES data de 1872, cuando
William Osler publico tres articulos describiendo una enfermedad que inicialmente
llamo6 eritema exudativo multiforme, y fueron la pauta para identificar los
sintomas cutaneos y viscerales de esta enfermedad. En las décadas posteriores se
llevaron a cabo observaciones a lo que parecia ser un nuevo sindrome, pero la
mayoria se enfocaron en describir nuevos sintomas de lo que parecia ser el mismo
padecimiento descrito por Osler, aunque no se habia logrado conformar el término
Lupus Eritematoso Sistémico, ni se habia podido describir como un padecimiento
autoinmune [7]. En 1966, Tan et al. detectaron la presencia de anticuerpos anti-
DNA en LES [8], y en 1969, Koffler encontr6 que la deteccion estos anticuerpos es
un factor que podria ser especifico para LES [9]. Sin embargo, fue hasta 1971 que
la Asociacion Americana de Reumatologia (ACR) publico los criterios preliminares
de clasificacion para LES, los cuales fueron desarrollados para estudios clinicos y
no con fines diagnosticos. Mediante las sugerencias de mejora de dichos criterios,
principalmente la incorporacion de anticuerpos antinucleares (ANA), se llego a la
version de 1982, incluyendo ademas nuevos criterios inmunolégicos y algunas
manifestaciones de o6rganos y sistemas [10]. Finalmente, en 1997 se publicé la
actualizacion de los criterios para la clasificacion de LES, mismos que siguen en
uso hasta la fecha, en los cuales se incluye la presencia de anticuerpos

antifosfolipido [11].
DEFINICION Y EPIDEMIOLOGIA DEL LES

El LES es una enfermedad autoinmune generalizada, heterogénea, con afeccion
multisistémica y de curso variable, con lesiones tisulares causadas por complejos
inmunes que contienen autoanticuerpos (inmunocomplejos) [5,6]. Esta
enfermedad tiene un amplio espectro de manifestaciones clinicas, entre las que se
encuentran afecciones en la piel (eritema fotosensible en forma de alas de
mariposa), sistema musculo esquelético (artritis, miositis), sistema nervioso
(cefalea, ansiedad, crisis convulsivas, psicosis, etc.), rifion (nefritis lapica),

transtornos en el sistema inmune y hematolégico, anemia, linfopenia,
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trombocitopenia) y manifestaciones vasculares (vasculitis, aterosclerosis,
hipertension arterial, hiperlipidemia). Es caracteristica de LES la presencia de una
gran variedad de autoanticuerpos dirigidos contra maultiples componentes
celulares, en especial intracelulares, siendo los mas comunes los anticuerpos anti-
DNA de doble cadena, aunque también se han encontrado anticuerpos contra

nucleosomas, ribonucleoproteinas, histonas y antigenos nucleolares[12].

La prevalencia del LES en la poblacion general varia de 4 a 250 casos por cada
100,000 habitantes. Sin embargo, estas estadisticas varian a través del mundo,
encontrandose que en Norteamérica, Asia y en el norte de Europa afecta a 40 de
cada 100,000 habitantes, con una mayor incidencia entre la poblacion hispana y
afroamericana [12]. El LES afecta predominantemente a mujeres en edad fértil
(relacion mujer:varéon 9:1). Aparece sobre todo al final de la segunda década de
vida del paciente y al principio de la tercera. Asimismo, el LES puede iniciar antes
de la pubertad hasta en el 20% de los casos[13]. En México se estima una
prevalencia de 0.06%, y una incidencia de 1.8-7.6 casos por 100,000

personas/ano [14].

Los pacientes con LES cursan con periodos de remision y de exacerbacion
(actividad) de la enfermedad, la cual puede ser desencadenada por diversos
factores tales como exposicion a la luz solar, infecciones, estrés, etc. [1,3,15]. El
tratamiento del LES no es etiologico ni curativo, por lo que gran parte de la terapia
esta dirigida a disminuir la actividad de la enfermedad, y se dirige a controlar el
proceso inflamatorio y la respuesta inmune. El tratamiento se basa en
glucocorticoides, frecuentemente acompanados de drogas inmunosupresoras
citotoxicas como ciclofosfamida, azatioprina, micofenolato, etc., lo cual varia
dependiendo del tipo de manifestacion y el organo o sistema afectado. Otros
medicamentos como la hidroxicloroquina se usan para manifestaciones leves y su
mecanismo de accion en la enfermedad es desconocido [16-19]. De cualquier
forma, el objetivo principal del tratamiento es la disminucion de la actividad, que
en forma resumida podria considerarse como la magnitud del proceso inflamatorio
total, hasta la remision de la enfermedad, que es la ausencia de inflamacién a

cualquier nivel.
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PATOGENESIS DEL LES
Células del sistema inmunitario

Las anormalidades celulares en LES son numerosas y se encuentran intimamente
relacionadas con los antigenos y anticuerpos que forman los complejos inmunes
(IC), los cuales proporcionan estimulo inflamatorio a las células dendriticas (DC),

monocitos, neutrofilos y linfocitos T y B.

Con respecto a los linfocitos T, a pesar de que pacientes con LES cursan con una
cuenta disminuida de estas células en sangre, comparada con individuos sanos,
se ha demostrado un aumento en su activacion y en su expresion de moléculas del
MHC clase II. Debido a que los linfocitos T regulan la funcién de los linfocitos B y
por lo tanto de ellos depende la maduracion y perpetuacion de la produccion de
autoanticuerpos, las anormalidades de los linfocitos T son centrales en el

desarrollo de la enfermedad [20].

Los linfocitos B también juegan un papel importante en LES; se ha encontrado un
estado de hiperactividad de estas células, con la consiguiente produccion de un
gran numero de autoanticuerpos. Los linfocitos B de pacientes con LES, después
de su expansion clonal, producen autoanticuerpos que han llevado a cabo
mutacion somatica, maduracion de afinidad y cambio de isotipo de IgM a IgG, todo
ello indicativo de una respuesta humoral dependiente de linfocitos T. A pesar de
que se han llevado a cabo numerosos estudios acerca del funcionamiento de
linfocitos B, especialmente en modelos de lupus en ratones, se desconocen los
mecanismos precisos que causan la hiperactividad de linfocitos B y la produccion
de autoanticuerpos en pacientes con LES. Aun asi, se sabe que otros factores

deben conjuntarse para el desarrollo del LES [21,22].

La hiperactividad de los linfocitos B y T en LES podria deberse a fallas en la
induccion de tolerancia en unos, otros o ambos[5]. La tolerancia es un término
usado para describir la capacidad del sistema inmunitario para no reaccionar
contra los antigenos propios [23]. La razon de este defecto se desconoce, y dado
que la tolerancia depende del control de la activacion de linfocitos T y B a
multiples niveles a través de mecanismos muy variados, practicamente cualquier
falla en alguna de las moléculas que participan en la induccién y mantenimiento

de la tolerancia inmunolégica puede asociarse a LES.
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Polimorfismos

Como en otras enfermedades autoinmunes, los principales factores de
susceptibilidad a LES se relacionan con polimorfismos en genes que codifican
proteinas relacionadas con la induccion y mantenimiento de la tolerancia
inmunoloégica, tales como CD22 [24], FcyRIIB [25], PD-1 [26,27], PTPN22 [28],
entre otras; ademas de genes que codifican proteinas que participan en la
remocion de restos tisulares y complejos inmunes como proteina C reactiva (CRP),
factores iniciales de la via clasica del complemento (C4 y C2), DNAsa I, etc. [32],
tanto en modelos murinos como en pacientes con LES. Varios estudios han
revelado que defectos en las moléculas reguladoras de la respuesta inmune TGF-j,
IL-2RB y CTLA-4 [29-32] también pueden participar en el desarrollo de la
enfermedad. ElI papel de ciertos alelos del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC) en LES es menos claro, probablemente debido a que la
heterogeneidad del padecimiento hace que existan varios alelos clase II asociados,

lo cual diluye su significancia estadistica [1].

Defectos en eliminacion de IC y células apoptéticas

Como se menciond, en LES también son frecuentes polimorfismos de genes que
codifican proteinas de limpieza tisular. Desde el punto de vista funcional, algunas
proteinas que llevan a cabo esta funcion, tales como los componentes Clq, C2 y
C4a del complemento, la DNAsa I y la CRP, se encuentran en niveles bajos en el
suero de los pacientes con LES, lo que provoca que los complejos inmunes, asi
como los restos de células muertas por apoptosis o necrosis (los cuales en
individuos sanos son removidos rapidamente por fagocitosis), permanezcan en la
circulacion durante tiempo prolongado. Por lo tanto, los linfocitos B y T
autorreactivos que no se hicieron tolerantes, pueden ser activados por las
concentraciones elevadas de material apoptotico en un ambiente pro-inflamatorio
[33]. Los autoantigenos pueden continuar induciendo la produccion de
antuanticuerpos por linfocitos B autorreactivos y, en consecuencia, aumentar el

dano tisular [34-39].

Ademas de la limpieza tisular deficiente, en pacientes con LES se ha reportado un
aumento en la tasa de apoptosis de linfocitos [40]. Los cuerpos apoptoticos

contienen particulas que pueden actuar como autoantigenos, y consecuentemente,
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los autoanticuerpos de pacientes con LES al unirse a los antigenos liberados
durante la apoptosis, exacerban la reaccion autoinmune [41]. Varios estudios han
revelado que defectos en la expresion de genes relacionados con la apoptosis (Bcl-
2, Fas) también pueden participar en el desarrollo de la enfermedad. Los
individuos con una mutacién en el gen CD95/Fas generalmente desarrollan una

enfermedad similar al Lupus [42,43].

En resumen, el LES es un padecimiento heterogéneo en cuanto a su origen, en el
que diversos defectos genéticos primarios llevan a una via patogénica comun, que

produce dano tisular y un sindrome con caracteristicas clinicas similares.
Citocinas

Finalmente, otro factor que se encuentra estrechamente relacionado con el
desarrollo del LES, es un perfil alterado de secrecion de citocinas en pacientes con
esta enfermedad. Las citocinas son proteinas producidas durante la activacion
celular, y son de vital importancia para el desarrollo y regulacion de la respuesta
inmune. Por lo tanto, las citocinas afectan a la mayoria de las células del sistema

inmunitario, y participan en los procesos autoinmunes.

Ademas de los linfocitos T y los autoanticuerpos, diversas citocinas juegan un
papel importante en la patogenia del LES. Se ha encontrado aumento de varias
citocinas en el suero de pacientes con LES, como IL-2, IL-6, IL-10, IL-12, IFN-yy
TGF-B[44,45]. Sin embargo, la citocina que se ha relacionado en forma mas
importante con la enfermedad y que actualmente se considera como una de las
principales implicadas en la patogénesis de LES, es el IFN tipo I. Estudios
recientes sugieren que una via comun en LES y en sus modelos experimentales

podria ser una hiperactividad de los interferones tipo I [46-48].
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IFN TIPO I EN LES

En la activacion inicial de la respuesta inmune adaptativa, las sefnales positivas
dependen de los receptores de antigeno en los linfocitos T y B. Asi, para que exista
una respuesta inmune productiva, ademas del ligando para el receptor de
antigeno, es indispensable la senalizacion a través de moléculas coestimuladoras
(CD28-CD80 y CD86), inducidas a través de la activacion de la inmunidad innata.
Los IFN-I, secretados por células de la inmunidad innata, especialmente células
dendriticas plasmacitoides, favorecen la expresion de moléculas coestimuladoras
por las células presentadoras de antigeno (APC), ademas de que pueden inducir
maduracion de células dendriticas a un fenotipo con la capacidad total de activar
linfocitos T, por lo cual, cualquier cambio en suexpresion y regulacion afecta la
respuesta inmune y, al menos en teoria, podria favorecer el desarrollo de

enfermedades autoinmunes como LES [43].

Desde hace mas de 20 anos, diversas lineas de evidencia han sugerido fuertemente
la participacion de los IFN tipo I en la patogenia del LES. En la década de 1980 se
descubri6 que el suero de pacientes con LES tiene niveles elevados de IFNaq,
particularmente en aquellos que presentaban actividad de la enfermedad [46-49].
También existe una asociacion significativa entre los niveles de IFNa y varios
marcadores de la activacion inmune, que son considerados de vital importancia
para el desarrollo de la enfermedad, como IL-10 circulante, activacion de
complemento y titulos elevados de anticuerpos contra DNA de doble cadena
[50,51].

Esta observacion preliminar cobré importancia en 1990, al notar que la
administracion de IFNa a pacientes con infeccion viral, ocasionalmente inducia la
produccion de autoanticuerpos tipicos de lupus (~22%), autoinmunidad (~19%) o
LES (~0.7%). Sin embargo, en la mayoria de las personas, el IFN-I exégeno o su
producciéon en respuesta a una infeccion viral no desencadena la enfermedad, por
lo que el aumento en IFN-I por si solo no explica el LES [52,53]. Tales
observaciones establecieron la pregunta de si los IFN-I podrian participar en la

etiopatogénesis del LES.

Posteriormente, se observdé que algunos sueros de pacientes con LES inducen
produccion de IFNa por células mononucleares (CMN) in vitro y algunos estudios
sugieren que un factor inductor de IFNa en LES (SLE-IIF) son complejos inmunes,

formados por DNA e IgG anti-DNA, que estimulan las CPA a través de su receptor
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tipo Toll 9 (TLR9)[54]. Asimismo, los monocitos obtenidos de pacientes con LES
poseen una actividad aumentada de presentacion de antigenos, lo que sugiere que
estas células poseen una maduracion hacia un fenotipo de células dendriticas, y
que el IFNa presente en el suero de LES podria diferenciar monocitos normales a

células dendriticas, contribuyendo asi a la respuesta autoinmune [55].

Fig. 1. Posible papel de IFN I en la patogénesis de LES. Ante un estimulo
(virus/bacteria), las células dendriticas plasmacitoides producen grandes
cantidades de IFN-I, los cuales tienen varios efectos sobre el sistema inmune, como
estimular la maduracion de los monocitos a células dendriticas, capaces de procesar
y presentar antigeno a los linfocitos T CD4+, quienes estimulan la produccion de
anticuerpos. Por otro lado, los IFN-I estimulan también la activacion de CTL y células
NK, que producen granzimas, favoreciendo la apoptosis celular, lo cual libera
autoantigenos como DNA y proteinas, que pueden ser reconocidos por los
autoanticuerpos circulantes formando inmunocomplejos (IC). Los IC pueden unirse a
receptores Fc en las células dendriticas, endocitarse y sus antigenos ser
presentados a los linfocitos T. De esta manera se activa la producciéon de
autoanticuerpos por los linfocitos B, que pueden depositarse en el endotelio de vasos
de pequenio calibre y causar la inflamacién caracteristica del LES.
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En modelos de LES en ratones también hay evidencias que apoyan el papel de los
IFN-I en su patogenia. En hembras de la cepa New Zealand black (NZB) x New
Zealand White (NZW) Fi, el acido poliinosinico-policitidilico (poli-I:C), que es un
RNA sintético de doble cadena, acelera el desarrollo de LES [56]. La eliminacion del
IFNAR en ratones NZB (otro modelo de LES) previene varias de las alteraciones
inmunolégicas del LES (incluyendo la produccion de autoanticuerpos) y disminuye
la maduracion de células dendriticas y su actividad estimuladora de linfocitos T, lo

cual correlaciona con una disminucion de la actividad de la enfermedad [57,58].

En otro modelo experimental de LES deficiente de Fas (ratones MRLyripr v B6iprinr),
la inyeccion de poli-1:C acelera la nefropatia, eleva los titulos de autoanticuerpos y
otras Ig, y favorece la acumulacion de linfocitos activados. Ademas, la introduccion
de una mutaciéon en el IFNAR resulta en una disminucion dramatica del deposito

de complejos inmunes en el rindén y reduccion de la linfadenopatia [58].

Finalmente, la evidencia mas contundente de la participacion del IFNa en el LES,
proviene de estudios de microarreglos de expresion, en donde Bennett et al.[59]
encontraron sobreexpresion de quince genes en CMN de pacientes con LES,
catorce de los cuales son inducidos por IFN-I (Fig. 2), ademas de otros dieciocho
genes sobreexpresados en menor medida, doce de los cuales también son
regulados por IFN-I. Al menos siete de estos genes (OASL, IFIT1, IFIT4, STATI,
MX1, MX2 e IRF7) han sido encontrados sobreexpresados por otros grupos
independientes mediante estudios de microarreglos de expresion [60-62]. Estos
resultados indican que los leucocitos de pacientes con LES tienen un patron de
expresion génica caracteristico de la activacion por IFN-I (sobreexpresion de genes
activados y disminucion de genes suprimidos por IFN-I). La expresion de los genes
regulados por IFN-I correlaciona con la actividad de la enfermedad [59,60,63]. En
conjunto, estas evidencias sugieren que el sistema de IFN-I es determinante en la
patogenia del LES, y que probablemente esto se deba a una produccion anormal

de esta citocina.
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Fig. 2. Estudio de microarreglos de expresion en CMN de LES (Bennet, et al.,
2003 [59]) Microarreglos de expresion en LES que muestran un patrén caracteristico
de sello de IFN. En rojo se muestran los genes sobreexpresados y en azul los genes
inhibidos en pacientes con LES que coinciden con aquellos inducidos o inhibidos
(respectivamente) por IFN-I (extrema derecha). Se observa que el sello de IFN aparece
claramente en los pacientes con LES, independientemente de su nivel de actividad
(escala SLEDAI), pero no en controles sanos ni en pacientes con AR. Los datos de las
las columnas de la derecha son de CMN de controles sanos cultivadas en presencia
o ausencia de IFNea (1000 Ul/ mL durante 6h).
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SISTEMA DE INTERFERONES
Los IFN son una familia de glicoproteinas que tienen en comun actividad antiviral,
antiproliferativa e inmunomoduladora en respuesta a infecciones virales y otros
inductores biologicos. En 1957, Isaac y Lindenmann descubrieron el interferén
(IFN), y la caracterizaron como un factor soluble que “interferia” (de ahi el término
“interferon”), con los efectos de la infeccion por virus de la influenza A en
membranas corioalantoideas de pollo [64]. A pesar de que inicialmente los IFN
fueron descritos como factores antivirales, actualmente se reconocen como
citocinas que afectan maultiples procesos biolégicos, incluyendo algunos que
regulan el crecimiento y proliferacion celular, diferenciaciéon, muerte celular
programada y modulacion de respuestas inmunes [65,66]. Con base en sus
propiedades quimicas, estructura genética, fuente celular y actividades biologicas,

los interferones se clasifican en tres tipos: I, Il y III [67].

Los IFN-I incluyen los IFNa, B, ®, 7, x ¥ €. En humanos, los genes de IFNa e IFNf
son simples, carecen de intrones y todos estan localizados en el brazo corto del
cromosoma 9[68]. El tinico IFN-II (IFNy) es un factor activador de macréfagos y sus
principales productores son los linfocitos T tipo Th1l y células NK[69]. Los IFN-III
son los IFNAL, A2y A3 o IL-29, IL-28A e IL-28B, respectivamente, y también tienen
propiedades antivirales. Debido a su descubrimiento relativamente reciente, aun
no se tiene una idea clara de su potencial in vivo, ni de su mecanismo de accion,
ademas de que su patron de expresion aun no ha sido elucidado [70]. En este
trabajo solamente nos enfocamos en el estudio de IFN-I, por lo que los otros IFN no

seran descritos con mayor detalle.

Existen varios tipos de células que pueden producir IFN-I ante un estimulo,
incluyendo monocitos, linfocitos B y fibroblastos. Sin embargo, existe un grupo de
células poco abundantes con alta capacidad de producir IFNa, anteriormente
conocidas como células naturales productoras de IFN (NIPC), y hoy denominadas
células dendriticas plasmacitoides (pDC). Atin cuando las pDC son mucho menos
abundantes que los monocitos, pueden producir mucho mas IFNa por célula (1-2
U/célula), comparado con 0.1U/célula por los monocitos. Las pDC estan presentes
en sangre periférica, médula 6sea, nodulos linfaticos, bazo, y timo de individuos

sanos [71].

Los IFN-I ejercen sus funciones al unirse a receptores presentes en la superficie

celular, lo cual activa a las cinasas Janus (Jak) y a los factores de transcripcion
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STAT (signal transducer and activator of transcription), lo cual finalmente conduce a
la expresion de los genes inducidos por IFN-I. Esta via de transduccion de senales

se conoce como Jak/STAT.

VIA DE SENALIZACION Jak/STAT
La mayoria de las citocinas tiene una vida media corta y todas pueden actuar a
concentraciones muy bajas. La expresion de la mayoria de las citocinas es
regulada en forma estricta. En general, las citocinas no se producen en forma
constitutiva, ya que para que se produzcan citocinas en cantidades suficientes
para ejercer sus efectos biolégicos es necesaria la activacion celular. Las acciones
de muchas de las citocinas se engloban dentro de un sistema o red funcional,
donde el efecto de cada molécula es regulado, positiva o negativamente, por otras
moléculas del sistema. Asi, la secrecion de una citocina puede estar inducida,
potenciada o inhibida por otra citocina que, a su vez, puede incrementar o inhibir

la expresion de sus receptores.

Al unirse a sus receptores en la superficie celular, las citocinas transducen senales
por medio de cinasas de tirosina que conducen a la activacion de factores de
transcripcion, que son traslocados al nucleo celular, donde inducen Ila
transcripcion de un gran numero de genes blanco, responsables de sus efectos
biologicos. Existen dos grandes familias de receptores de citocinas que transducen
senales mediante la via Jak/STAT. La mayoria de las interleucinas lo hace a través
de la familia 1, mientras que los interferones transducen senales a través de la

familia 2 de receptores de citocinas [72,73].

Los receptores de la familia 2 constan de dos subunidades que carecen de
actividad intrinseca de cinasa pero que, como se menciono, se asocian a cinasas
de tirosina de la familia Jak y transducen senales mediante la via de senalizacion
conocida como Jak/STAT. Esta via consta de mas de 40 péptidos (citocinas) y

numerosos receptores [74].

La via Jak/STAT esta conservada a través del reino animal, y ha sido estudiada en
varios modelos de organismos, como la mosca de la fruta Drosophila melanogaster,

el pez cebra Danio rerio, ademas de mamiferos como raton, rata y humano [75,76].
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Las cinasas Janus fueron identificadas a través de comparaciones de secuencias,
como una clase Unica de cinasas de tirosina que tienen un dominio catalitico y
uno de pseudocinasa, al que se le atribuye funcion auto-reguladora (de ahi la
referencia al Dios romano Janus, que poseia dos caras). Funcionalmente, se
identific6 una relaciéon con los factores STAT y los IFN mediante ensayos de
tamizaje genético de cé€lulas somaticas. En mamiferos existen cuatro cinasas Jak

(Jakl, 2 y 3y Tyk2) y siete STAT (STATI, 2, 3, 4, 5a, S5by 6) [74,77].

Los factores de transcripcion STAT son los Unicos componentes de la via de
senalizacion Jak/STAT que estan presentes en todos los organismos eucariontes,
lo cual deja en claro su importancia. Estos factores se identificaron mediante

comparaciones de secuencias y estudios de mutagénesis [78].

En la via canodnica conservada de la senalizacion por Jak/STAT, conocida como
dependiente de Jak, los factores de transcripcion STAT se unen a residuos de
tirosina de dominios tipo SH2 fosforilados por Jak en los receptores de citocinas.
Una vez unidos a su receptor, las proteinas STAT son fosforiladas por las Jak, lo
que provoca su disociacion del receptor y la formaciéon de homodimeros o
heterodimeros que, junto con otros coactivadores y factores de remodelaciéon de la
cromatina, se traslocan al nucleo, donde se unen a secuencias consenso del DNA,
activando la transcripcion de genes blanco, lo cual permite la respuesta celular a
cada citocina [79]. Las citocinas, a través de distintas combinaciones de cinasas
Jak, activan una o mas STAT, que en combinaciones de homodimeros o
heterodimeros distintos, dan cierto grado de especificidad a las funciones de cada
una de ellas [80]. Finalmente, al cesar el estimulo, las proteinas STAT se

desactivan mediante desfosforilacion y regresan del nucleo al citoplasma [81-83].

SENALIZACION DE LOS IFN TIPO I A TRAVES DE Jak/STAT

Todos los IFN-I tienen un receptor unico (IFNAR), formado por dos cadenas
(IFNAR1 e IFNAR?2), perteneciente a la familia de receptores tipo II de citocinas. La
union al IFNAR provoca oligomerizacion de ambas subunidades del receptor. Al
estar en cercania, las Jak unidas a ambas subunidades del receptor (Tyk2 en
IFNAR1 y Jakl en IFNAR2) se activan mediante trans o autofosforilacion. Una vez
activadas, las Jak fosforilan sitios especificos dentro del receptor (principalmente

en la cadena mas larga, IFNAR2) que sirven como puntos de anclaje para los
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factores de transcripcion STAT1 y STAT2[77], que al estar unidos al complejo, son
fosforilados también por las Jak y sufren un cambio de conformacion que provoca
su separacion del complejo y su asociacion en dimeros antiparalelos fosforilados
unidos a IRF9 (uno de nueve miembros de wuna familia de reguladores
transcripcionales con secuencias homologas a dominios conservados de union al

DNA).

El complejo trimérico formado por STAT1, STAT2 e IRF9 se denomina ISGF3
(interferon-stimulated gene factor 3). En el caso de IFNo/f, en células sin estimular,
STAT2 esta pre asociado con IRF9 en el citoplasma, lo que, con la activacion,
aparentemente facilita la dimerizacion con STAT1 y acelera la entrada del complejo
al nucleo[77]. El complejo ISGF3 ya traslocado al nucleo se une a secuencias
conocidas como ISRE (IFN-stimulated response element) a través del dominio de
union al DNA de IRF9, activando o reprimiendo la transcripcion de diversos genes,

que en conjunto se conocen como “sello de IFN” [77,84-87].

SELLO DE IFN

IFN-I puede activar la transcripcion de diversos genes a través de varias vias de
senalizacion celular, tales como la via Jak/STAT y las vias inducidas por TLR. La
sello de interferén es el conjunto de genes que son activados o reprimidos a través
del estimulo de las células blanco con IFN-I en un tiempo determinado. Dentro de
este sello molecular pueden distinguirse genes de citocinas, factores de
transcripcion y proteinas antivirales, asi como genes que codifican proteinas de
apoptosis. A continuacion se mencionan algunos de los genes mas caracteristicos

del conjunto que constituye el sello de interferon.
1. GENES ESTIMULADOS POR INTERFERON (ISG):

La produccion de ISG se estimula a través de la activacion de la via Jak/STAT
mediante las moléculas sensoras RIG-I y TLR3 iniciada por la infeccién viral o
bacteriana. Esto conduce a la produccién de IFNB, que e secreta y se une a los
receptores IFNAR. Como resultado, varios genes estimulados por IFN (ISGs) son
inducidos. Varios ISG presentan actividad antiviral, como 2°5°0AS1, PKR y MxA
[88]. A continuacién, se mencionan las actividades especificas de algunas

proteinas inducidas por IFN I.
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1.1 2°5°0Oligoadenilato sintetasa 1 (OAS1)
2°5 oligoadenilato sintetasa codifica una proteina antiviral que se expresa a niveles
bajos constitutivamente como un monoémero inactivo en el citoplasma. Después de
la activacion con RNA viral bicatenario (dsRNA), la enzima se oligomeriza
formando wun tetramero que sintetiza 2°5’oligoadenilatos que activan la
ribonucleasa L (RNAsa L), que se encuentra constitutivamente expresada en su
forma inactiva, lo cual permite que la RNAsa L escinda RNAs celulares (y virales)

[89].

1.2 Proteina cinasa R (PKR)
La proteina cinasa R se acumula en el nucleo y el citoplasma como un monémero
inactivo, el cual es directamente activado por RNAs virales. Después de la
activacion, los monémeros de PKR se fosforilan y dimerizan para formar la enzima
activa. PKR activada juega un papel importante en la defensa antiviral inhibiendo
la traduccién a través de la fosforilacion del factor eucariético de inicio de la

traduccion 2a (EIF2a)[90].

1.3 MxA
La proteina MxA se acumula en el citoplasma en las membranas intracelulares
(como en el reticulo endoplasmico) en forma de oligomeros. Después de la
infeccion viral, los monomeros de MxA se liberan y se unen a las nucleocapsides

virales o a otros componentes virales, para degradarlos [88].

1.4 Gen estimulado por IFN 15 (ISG15)
Es uno de los genes mas abundantemente expresados inducidos por infecciones
virales o bacterianas o por el tratamiento con IFN I. ISG15 es la primera proteina
similar a wubicuitina identificada, y comparte secuencias y similaridades
estructurales con ésta ultima. De manera similar a la ubicuitina, ISG15 se
conjuga a sus blancos celulares a través de una serie de pasos que involucran tres
enzimas diferentes; la enzima de activacion E1, la enzima de conjugacion E2 y la
ligasa E3, pero la conjugacion con ISG15 no provoca la degradacion de sus
blancos celulares, sino que puede alterar su localizacién celular, estructura,
estabilidad o actividad [91]. Son blancos importantes de ISG1S proteinas que
juegan un papel importante en la respuesta innata antiviral, como PKR, MxA,

STAT1 y Jak1 [92].
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1.5 Familia de proteinas inducidas por IFN con repetidos de
tetratricopéptidos 1 (IFIT)

IFIT1 codifica una proteina antiviral que se sintetiza rapidamente en respuesta a

una infeccion viral, y se une al extremo 5° terminal del RNA viral, identificado por

la presencia de un grupo trifosfato (PPP-RNA). También se ha observado que IFIT1

funciona como un inhibidor de la traducciéon uniéndose a EIF3a[93].

2 FACTORES REGULADORES DE IFN (IRF)

La expresion de IFN-I esta regulada por una familia de factores de transcripcion
conocida como factores reguladores de IFN. Se ha descrito un elevado numero de
miembros de esta familia esenciales en la regulacion de la respuesta inmunitaria
[94]. De esta gran familia destaca el IRFS, que esta involucrado en la induccion
de IFN-I y citocinas pro inflamatorias ante una infeccion viral, después de la
activacion por la senalizacion por TLR7 o TLRS8. IRF5 se ha identificado como un
marcador genético de autoinmunidad. Recientemente se ha descrito un SNP
(rs2004640) localizado en la region 5 del gen IRFS fuertemente asociado con

susceptibilidad a LES [95].

3 CITOCINAS
3.1 Jakl
Juega un papel importante en la respuesta inmune pro-inflamatoria al fosforilar
los receptores de IFNAR, desencadenando una respuesta de IFN-I. Se encuentra
constitutivamente unido a IFNAR2 y promueve la fosforilacion de los dimeros de

STAT1 y STAT2 [95].

4 APOPTOSIS

4.1 Ligando relacionado a TNF inductor de apoptosis (TRAIL)
Codifica una proteina que contiene el dominio funcional DD (Death Domain),
capaz de inducir apoptosis, a través de la proteina adaptadora FADD (Fas
associated Death-domain) que funciona como un puente molecular para la

caspasa 8, la cual activa la cascada de muerte celular [96].
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REGULACION NEGATIVA DE LA ViA DE SENALIZACION Jak/STAT

La senalizacion por citocinas es regulada negativamente por tres sistemas. El mas
importante y especifico es el de las proteinas SOCS (suppressors of cytokine
signaling). La expresion de las proteinas SOCS es inducida por las mismas
citocinas inhibidas por ellas en un sistema de retroalimentacion negativa [97]. El
segundo es el correspondiente a la PTPasa Shpl y posiblemente otras PTPasas,
que desfosforilan las STAT y a los receptores de IFN[98,99|. Finalmente, en el
nucleo existen inhibidores proteinicos de las STAT activadas (PIAS)[97,98]. En este
trabajo nos enfocamos en las proteinas SOCS, especificamente SOCS1 por ser el
principal reglador de la via, asi que lo que los mecanismos de accion de otros

reguladores no se describen mas fondo.

FAMILIA SOCS
SOCS es el nombre mas comun que se ha utilizado para designar a un grupo de
proteinas que participan en la regulacion negativa de la senalizacion por citocinas
y de otras vias de sefializacion, a través de diversos mecanismos. En mamiferos,
existen ocho miembros de este grupo; SOCS1-SOCS7 y CIS (por sus siglas en
inglés “cytokine inducible SH2 protein”).

Los ocho miembros de la familia SOCS poseen un dominio central de tipo SH2, un
dominio N-terminal de longitud variable y un dominio C-terminal de 40
aminoacidos de longitud, la caja SOCS. Ademas sus dominios SH2 se unen a
fosfotirosinas presentes en los receptores de citocinas (SOCS2, SOCS3 y CIS) o a
las Jak (SOCS1) suprimen la senalizacion por citocinas, ya sea al unirse a las Jak,
impidiendo su fosforilacion y activacion; compitiendo con la union las de las STAT
a los receptores fosforilados y/o marcando proteinas de la via de activacién para

su degradacion por el proteasoma[100-104].

Los transcritos que codifican SOCS1, SOCS2, SOCS3 y CIS generalmente se
encuentran en niveles muy bajos en las células, pero se inducen en 15-30
minutos por una amplia variedad de citocinas, hormonas y factores de
crecimiento. Hasta la fecha, existe poca evidencia de que SOCS4, SOCSS5, SOCS6

y SOCS7 sean inducidos por citocinas.
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SOCS1

CIS, SOCS1 y SOCS3 inhiben la senalizacion por eritropoyetina (EPO), hormona
de crecimiento, prolactina, IL-2 e IL-3 [105-108]. SOCS1 (también conocido como
SSI-1 y JAB por sus siglas en inglés “STAT Induced/STAT Inhibitor” y Jak Binding
Protein”) es el principal regulador de la via Jak/STAT dependiente de IFN-I, IFNy,
IL-2, IL-3, eritropoyetina (EPO), GM-CSF (granulocyte macrophage colony-
stimulating factor) y leptina [107,108]. SOCS1 fue caracterizado simultaneamente
por tres grupos. Starr y colaboradores clonaron el DNA complementario que
codifica la proteina SOCS1 basados en su capacidad de suprimir la diferenciaciéon
de células de leucemia mieloide de ratén (M1) a macrofagos en respuesta a IL- 6.
La expresion de SOCS1 inhibia la fosforilacion del receptor de IL-6 y la activacion
de STAT. Los mismos autores clonaron SOCS2 y SOCS3 y observaron que su
transcripcion aumentaba rapidamente en respuesta a IL-6, tanto in vivo como in
vitro, lo que sugiri6 que estas proteinas pueden actuar como retroalimentacion

negativa para regular la transduccion de senales por citocinas[109].

Por otro lado, los grupos de Endo T.A. y Yoshimura, mediante un sistema de doble
hibrido, clonaron la misma proteina, a la cual llamaron JAB (Jak binding protein)
y la describieron como una molécula con un dominio SH2 que interacciona con el
dominio JH1 de Jak2. Los autores refieren que la interaccién de JAB con Jakl,
Jak2 o Jak3, reduce marcadamente su actividad de cinasa de tirosina y previene
la fosforilacion del residuo tirosina y la posterior activacion de STAT. Ellos
concluyeron que la proteina podria funcionar como un inhibidor negativo de la via
de senalizacion de Jak/STAT[101].

Finalmente, Naka T. y colaboradores clonaron y caracterizaron un inhibidor de la
activacion de STAT, al cual denominaron SSI-1 (STAT-induced STAT inhibitor-1). El
mRNA de esta proteina se inducia por IL-4 y 6, el factor inhibidor de leucemias
(LIF) y el G-CSF. Los autores demostraron que el estimulo por IL-4 o IL-6 en
células M1 inducia la expresion de SSI-1, que es antagonizada por al transfectar
una mutante dominante negativa de STAT3, indicando que el gen SSI-1 es blanco
de STAT3. Los autores también detectaron asociacion de SSI-1 con las Jak2 y

Tyk2 [104].
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La proteina SOCS1 tiene tres dominios funcionales: KIR (kinase inhibitory region),
el subdominio SH2 extendido, y el dominio SH2. A pesar de que se desconoce la
funcion del dominio C-terminal, se dedujo que no es necesario para inhibir la
senalizacion por Jak. Tanto el dominio SH2 como el subdominio extendido SH2
son necesarios y suficientes para la union a los residuos tirosina de las Jak [110].
La region N-terminal de SOCS1 denominada KIR también contribuye a la union de
alta afinidad al dominio de cinasa de tirosina de las Jak y es esencial para la

inhibicion de la actividad de cinasa de Jak [111,112].

Regién aminoterminal Dominio SH2 Caja SOCS

S0Cs1 I |KL] l |

Fig.3. Estructura de SOCS1. SOCSI consta de tres dominios proteinicos: el
dominio amino-terminal (KIR), dominio tipo SH2 y la caja SOCS.

Se sabe que la protedlisis activada por ubicuitinaciéon juega un papel importante
en varios procesos biologicos, tales como transcripcion y transduccion de senales.
Recientemente, varios estudios han sugerido que los miembros de la familia SOCS
podrian regular la senalizacion de varias citocinas, fungiendo como adaptadores
del complejo de ligasas de ubicuitina tipo E3. Los grupos de Kamura y Zhang
determinaron que la caja SOCS es capaz de formar un complejo con las elonginas
By C, que son ligasas E3 de ubicuitina asociadas a las proteinas culina-5 y Rbx-1,
lo cual llevaria a la degradaciéon de las proteinas asociadas a SOCS1 por el

proteasoma [110,113].
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Fig.4. Regulacion negativa de la via Jak/STAT inducida por IFN-I, por la
proteina SOCS1. En condiciones de activacion, una citocina se une a su receptor,
oligomerizando sus subunidades y permitiendo asi unién y activacion de las
cinasas Jak. Jakl y Tyk2 se autofosforilan y a continuacioén fosforilan tirosinas en
los dominios citopldsmicos de los receptores, que son los sitios de uniéon para
miembros de la familia de los transductores de senales y activadores de la
transcripcion (STAT1 y STAT2), que a su vez son fosforiladas por las Jak,
formando heterodimeros. SOCS1 actua inhibiendo diversos puntos de la via para
reprimir la transduccién de senales. SOCS1 impide la activacion de algunas Jak, al
unirse a ellas en los residuos de tirosina cuya fosforilacion es necesaria para la
activacion de estas cinasas. Ademads, puede marcar estos mismos componentes de
la via para su degradacion proteasémica.

Las acciones de IFN-I arriba descritas podrian contribuir a un proceso autoinmune

en varias maneras.

El LES es una enfermedad autoinmune caracterizada por lo que parece ser un
aumento en la sensibilidad a los IFN-I, ya que los pacientes tienen la via de IFN-I
constitutivamente activada, pero los niveles de esta citocina presentes en su suero
no siempre correlacionan con la actividad de la enfermedad [45-48]. Ademas, se
han detectado casos en que la administracion terapéutica de IFNa conduce a LES
solo en ciertos individuos [52, 53]. Esto nos llevé a considerar la probabilidad de

que el defecto en LES con respecto a IFN-I no es una activacion persistente y
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aumentada de esta citocina debido a sus altos niveles presentes en el suero de los
pacientes, sino una disminucion en el umbral de respuesta a niveles normales de

IFN-I, o bien, a un defecto en la regulacion de la sefnalizacion por este tipo de IFN.

En este estudio examinamos los niveles basales de fosforilacion de la via de
senalizacion de IFNAR en muestras de sangre periférica de pacientes con LES
activo e inactivo. Ademas, decidimos analizar los niveles de expresion (mRNA y
proteina) de SOCS1, debido a que es el inhibidor mejor caracterizado de la via de
senalizacion inducida por IFN-I [41] y ademas, porque su deficiencia parcial se ha

asociado con un sindrome semejante al LES (SLE-like sindrome). [114-117].
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Hipotesis

En LES, existe un aumento en la sensibilidad de IFNAR, o una
falla en la regulacion de la via inducida por IFN-I, que pueden

estar asociados al patron génico caracteristico de IFN-I (sello de

IFN) asociado a la enfermedad.
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Objetivos generales

Investigar el estado de activacion del IFNAR y de otras proteinas
de la via de senalizacion por IFN-I en CMN de pacientes con
LES y examinar los cambios del mismo receptor en respuesta a

IFN-I in vitro.
Estudiar la expresion transcripcional del principal regulador de

la via de IFN-I, SOCS1 y sus interacciones moleculares en

células mononucleares de pacientes con LES.
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Objetivos particulares

@ Detectar y comparar la expresion de las dos cadenas de
IFNAR y su asociacion con las proteinas de la via de
senalizacion por IFN-I en CMN de pacientes con LES y
controles sanos

@ Detectar y comparar la expresion y fosforilacion de STAT2
y Jakl en CMN de pacientes con LES e individuos sanos

@ Comparar la expresion de la proteina SOCS1 en CMN de
pacientes con LES e individuos sanos

@ Cuantificar los niveles de transcripcion de SOCS1 en CMN
de pacientes con LES e individuos sanos

@ Examinar el efecto del IFN-I en cada uno de los
parametros descritos en los objetivos particulares aqui

mencionados.
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Materiales y

meétodos



PACIENTES

Se colectaron muestras de sangre periférica (50 mL en heparina y 3mL sin
anticoagulante para el suero) de pacientes femeninos que satisfacian los criterios
de clasificacion del Colegio Americano de Reumatologia (ACR) para LES (en
ausencia de otras infecciones o enfermedades cronico degenerativas) y de controles
sanos. El indice de actividad de la enfermedad se determin6é mediante la escala
SLEDAI (Systemic Lupus Erythematosus Activity Index) (Apéndice I). El indice
SLEDAI es una escala global desarrollada para evaluar la actividad de la
enfermedad. Consta de una lista de 24 sintomas, 16 clinicos y 8 medidas de
laboratorio, los cuales se marcan basados en la presencia o ausencia de estas
manifestaciones en los 10 dias previos a la prueba. A cada sintoma se le asigna un
valor, por ejemplo, a los sintomas organicos se les asigna 4, pero a neurologicos se
les asigna 8. Finalmente, las manifestaciones presentes se suman en un resultado
final, que puede ir de O a 105. Los resultados sobre 20 son extremadamente raros.
Un SLEDAI de 6 frecuentemente se relaciona con una enfermedad activa que

requiere terapia[118].

Los pacientes con LES en este estudio se consideraron como: inactivos (SLEDAI 0),
medianamente activos (SLEDAI 1-4) y muy activos (SLEDAI >7). Todos los
pacientes, exceptuando dos, recibian <10 mg de prednisona o su equivalente/dia y
ningun farmaco citotéxico, excepto uno que recibia azatioprina. Los pacientes con
falla renal o hepatica y aquellos con alguna otra afeccion inflamatoria, incluyendo
enfermedades infecciosas agudas o cronicas, o cualquier tipo de cancer fueron
excluidos del estudio. Se examinaron treinta y un pacientes para mRNA y un
numero variable de pacientes en las demas categorias experimentales. El protocolo
fue aprobado por las comisiones de investigacion y de ética del IMSS y el Comité de
Investigacion en Humanos, ICMNNSZ y los sujetos fueron informados de los
contenidos del protocolo y se les pidi6 que firmaran un consentimiento informado
para participar en el estudio. Todo el protocolo fue llevado a cabo de acuerdo con

la Declaracion de Helsinki WMA.
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ESTIMULOS IN VITRO CON IFN TIPO I

Las células mononucleares se aislaron en gradiente de Ficoll-Ditrizoato de sodio
(Lymphoprep, Axis-Shield PoC AS, Oslo, Noruega) y se dividieron en dos
fracciones. La primera se incub6 en medio RPMI (GIBCO, Invitrogen, Grand Island,
NY) suplementado con L-glutamina (2mM), penicilina (100U/mL), estreptomicina
(100pg/mL) y 10% de suero fetal bovino (HyClone, Salt Lake City, Utah)en
presencia o ausencia de S0U/mL IFNP humano recombinante (Emaxem
Probiomed, México, D.F.) por 30min, 1h, 4h (para analizar la expresion de STAT2,
Jakl and IFNAR) y 1h, 4h and 6h (para analizar la expresion de SOCS1). La
segunda fraccion se incubdé en medio RPMI o en medio RPMI con 50U/mL de IFNf

por 30 min para la extraccion de RNA.
DETERMINACION DE IFN I EN SUERO

Los niveles séricos de IFNa fueron determinados mediante un kit VeriKine Human
I[FNa ELISA Kit, product No. 41105, Pestka Biomedical Laboratories Inc.,
Piscataway, New Jersey, el cual detecta 14 de los 15 subtipos de IFNa conocidos

hasta ahora.
MUESTRAS DE PLASMA Y ESTIMULO DE CMN

Para determinar si en el plasma de los pacientes con LES habia actividad de IFN-I
no detectable por el método de ELISA, se realizo una prueba con plasmas de
controles sanos o de pacientes con LES y CMN de individuos sanos y a
continuaciéon se determiné la expresion de genes inducibles por IFN-I. Se
centrifugaron 10 mL de sangre heparinizada y se colectd el plasma, el cual se
conservo a -70°C hasta el momento de su uso. Las CMN de los controles sanos se
cultivaron en placas de 96 pozos de fondo plano una densidad de 105/pozo en
100ul) en presencia de medio RPMI, S0U/mL de IFNJ, o plasma de controles sanos
o plasma de pacientes con LES (50%v/v). Después de una hora de estimulo, se
extrajo el RNA de cada fraccion de CMN usando la técnica de Chomczynski et
al.[119], mediante el reactivo TrizolMR. E1 RNA fue cuantificado en un NanoDropMR
y se comprobo su integridad en un gel de agarosa 1.2% no desnaturalizante. Se
amplificaron 15ng de RNA total en 10uL de reaccion de RT-PCR cuantitativa en
tiempo real con 90mM de iniciadores sentido y anti-sentido y 25uL de una mezcla
de reaccion de 2x SYBR green con ROX, pigmento inerte usado como referencia

pasiva para normalizar las diferencias entre los pozos de las reacciones debidas a
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artefactos como errores de pipeteo. (InVitrogen). Las secuencias de los iniciadores
de genes inducibles por IFN-I fueron: EIF2a, 5" - TTG CTT CAA AAA CAT TCT TAC
ATT TT-3" (sentido) y 5- GGG CAA CAG AGC GAG ACT-3" (antisentido); 2°5°0OAS,
5- GAG GGG GTG GAG TTC GAT-3" (sentido) and 5°- GGT TAG GTT TAT AGC
TGC CAG TCA-3" (antisentido); MxA 5°- GAT GTC CCG GAT CTG ACT CT-
3’(sentido) y 5°- TGG ATG TAC TTC TTG ATG AGT GTC T-3  (antisentido). El
instrumento para tiempo real se programo6 como sigue: 50°C por 3 minutos; 95°C
por S minutos; 40 ciclos de: 95°C por 15 segundos; 60°C por 30 segundos; 40°C

por 1 minuto.
EXTRACCION DE PROTEINAS Y WESTERN BLOT

Con el objetivo de analizar los niveles reales de expresion de las proteinas, asi
como su cinética de expresion e induccién ante un estimulo con IFN-I, las CMN de
la fraccion 1 se lisaron con buffer de lisis celular (TRIS-HCI 10mM, EDTA 1mM,
NaCl 150mM, Igepal CA-630 1%, mezcla de inhibidores de proteasas (Calbiochem).
Las proteinas se obtuvieron mediante centrifugacion por 15 minutos a 12,000 rpm
a 4°C y se cuantificaron con el reactivo de Bradford. Se cargaron 20mg de lisado
proteinico total en un gel de acrilamida al 12% y se separaron por electroforesis
SDS-PAGE durante aproximadamente 2h a 90mV. Para determinar el Mr de las
proteinas se incluyeron marcadores de peso molecular pre-tenidos (Bio-Rad) en el

gel.

A continuacion, los geles se transfirieron por 1h a 20V a membranas de PVDF (Bio-
Rad), las cuales se bloquearon por 30 minutos a temperatura ambiente con leche
al 5%/PBS/0.05%Tween 20. Las membranas se incubaron durante toda la noche
con anticuerpos contra SOCS1 (lmg/mL de cabra, policlonal anti-SOCSI,
ABCAM), STAT2 (lmg/mL de conejo, policlonal anti-STAT2, Santa Cruz
Biotechnology), STAT2 fosforilado (0.5mg/mL de conejo policlonal anti-pSTAT2,
Upstate Biotechnology), Jakl (1mg/mL de conejo, policlonal anti-Jakl, Santa
Cruz), Jakl fosforilado (0.5mg/mL de conejo policlonal anti-pJakl ABCAM),
IFNAR1 (Img/mL de ratéon anti-IFNAR1, Santa Cruz) y IFNAR2 (1mg/mL de conejo
policlonal anti-IFNAR2, Santa Cruz) a 4°C. Los blots se incubaron durante 1h con
una dilucion de 1:10,000 de anticuerpos secundarios IgG conjugados a peroxidasa
de rabano (HRP) (Jackson Immunoresearch Laboratories), para posteriormente

detectar la senal mediante una reaccion de quimioluminiscencia (Amersham ECL
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Western Blotting Systems, GE Healthcare), la cual fue detectada y registrada por un

escaner de geles STORM (GE Healthcare , antes Molecular Dynamics).

Con el objetivo de ajustar las posibles diferencias en la cantidad total de proteina
cargada en el gel, las membranas se reblotearon con una solucion de glicina 0.1M,
pH 2.5, 0.5% SDS, para después ser incubadas con 1mg/mL de anticuerpo de
cabra anti-GAPDH (Santa Cruz). Los blots fueron revelados de la manera descrita
anteriormente. Los niveles de expresion de todas las proteinas analizadas se
normalizaron contra los valores de GAPDH y se examinaron por densitometria. Las
bandas se midieron mediante el software Kodak 1D Image Analysis Windows
version 3.5, utilizando la opcion de correccion de fondo. Para calcular las
relaciones proteina/GAPDH problema se utilizaron las intensidades netas en

unidades Kodak light.

COINMUNOPRECIPITACION

Una fraccion de las células incubadas en medio o con 50U/mL de IFNJ por
tiempos variables, se cosecho, se lavo, las células se lisaron y se cuantificaron las
proteinas en el lisado. Se incubaron 50ug de proteinas totales durante toda la
noche con 1mg/mL de anti-IFNAR1 y anti-IFNAR2 (individualmente o mezclados) a
4°C. Los lisados se incubaron durante toda la noche con 100mL de proteina G-
agarosa (IFNAR2) o proteina A-agarosa (IFNRA1). Las proteinas se colectaron
mediante centrifugacion a 12,000 rpm/1min/4°C y se lavaron tres veces con
buffer de lavado que contiene 0.1% Igepal, después de lo cual se re suspendieron
en buffer de carga Laemmli 5x. Las muestras se calentaron a 95°C por 5 min y se
eluyeron por centrifugacion a 12,000 rpm/5S min. Estas proteinas se corrieron en
SDS-PAGE al 12%, se transfirieron a membranas de PVDF y se revelaron con
anticuerpos contra SOCS1, STAT2, Jakl y Tyk2 (1mg/mL conejo, policlonal anti-
Tyk2) como se indica anteriormente. El control de carga para estos experimentos
como control de carga fue la cadena pesada de los anticuerpos utilizados para la

inmunoprecipitacion.
EXTRACCION DE RNA TOTAL Y RT-PCR TIEMPO REAL

Se obtuvo RNA total de las células de la fraccion 2 mediante la extraccion por
isotiocianato de guanidina/fenol/cloroformo con el reactivo Trizol (InVitrogen). La
concentracion del RNA se determino por absorbancia a 260nm, y su integridad se

verifico corriéndolo en geles no desnaturalizantes de agarosa 1.2%. EI RNA total se
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transcribié para sintetizar cDNA unicatenario utilizando un kit de Amersham. El
ensayo de RT-PCR tiempo real se llevo a cabo en el termociclador LightCycler 7900
RT Real Time (Applied Biosystems). Los oligonucleotidos utilizados fueron: SOCS1-
FAM S5 [GCCAGCGGAACTGCTTTT|3" sentido, y S5 [AGTGCACGCGGATGCT]|3"
antisentido (Cat. No. 4332078, Applied Biosystems), MXA-FAM (Cat. No. 4332078,
Applied Biosystems). La variabilidad en las cantidades iniciales de cDNA se
normalizo al control interno GAPDH-VIC (Cat. No. 4326317E Applied Biosystems).
Cada cDNA problema (SOCS1 y MXA) se amplificé por cuadruplicado en placas de
384 pozos, en ensayo multiplex incluyendo a GAPDH en pozos individuales. Los
calculos se llevaron a cabo de acuerdo al método 2-®®CT (Applied Biosystems
User Bulletin No. 2, P/N 4303859). Para las graficas, los valores de los controles se
consideraron como =1, mientras el valor de la expresion génica de los pacientes

corresponde a los resultados obtenidos de los calculos.
ANALISIS DE miRNA155

A las muestras de RNA total se les realizo amplificacion y cuantificacion de miRNA
155 con el método de RT-PCR en tiempo real con el equipo ABI 7900HT Real time
PCR System (Applied Biosystems, Llc, Foster City, CA USA) y el software
DataAssist (Applied Biosystems, Llc, Foster City, CA USA). Dicho proceso se
realizd bajo las siguientes condiciones de termociclado: 50°C por dos minutos y
95°C por 15 seg (activacion), seguidos por 40 ciclos de 95°C por un minuto
(desnaturalizacion) y 60°C por dos minutos (alineamiento y extension). El
programa nos permite normalizar la fluorescencia detectada durante el proceso de
amplificacion, respecto a un control endogeno (GAPDH) y reportar la cantidad de
miRNAs en la muestra problema con respecto a un estandar. Agradecemos al Dr.
Mauricio Rodriguez Dorantes del INMEGEN por la ayuda proporcionada en esta

parte del experimento.
ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se realizéo mediante la prueba t de Student para muestras no
pareadas (aunque los datos también se analizaron para muestras pareadas) con
un intervalo de confianza del 95% considerado como significativo y definido como p
< 0.05. Para identificar correlaciones entre los diferentes parametros se calcularon
regresiones lineales simples y correlaciones de Pearson con intervalo de confianza

del 95%.
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TABLA 1. PACIENTES CON LES

Pac. No. Edad SLEDAI Anos/LES C3 C3 PDN! Otro

1* 33 0 10 Normal Normal 0 NA
2% 41 0 23 Normal Normal 0 NA
3* 32 0 3 Bajo Bajo 0 NA
4* 30 0 15 Normal Normal 0 NA
5* 32 0 9 Normal Bajo 0 NA

6 23 0 7 Normal Bajo 0 NA

7 28 0 0.3 Normal Normal 0 Nil

8 42 0 1 Normal Normal 5 Nil

9 27 0 12 Bajo  Normal 5 Nil

10 22 0 7 ND ND S HCQ 150
11 48 1 1 Normal Normal S Nil

12 36 1 10 Bajo Bajo 7.5 Nil

13 36 1 15 Normal Normal 10 Nil

14 20 2 2 Normal Normal 2.5 Nil

15 21 2 5 Normal Bajo S Nil

16 20 2 7 Bajo Bajo 10 Nil

17 15 3 1 Bajo Bajo S Nil

18 22 3 4 Normal Bajo 7.5 HCQ 150
19 24 3 3 Bajo Bajo 0 HCQ 200
20 23 3 11 Bajo Bajo 7.5 HCQ 150
21 19 3 Normal Bajo 7.5 HCQ 150
22 28 4 Bajo Bajo S Nil
23 40 4 0.6 Bajo Bajo 7.5 HCQ 400

. AZA 50;

24 49 7 6 Bajo Normal o HCO 300
25 443 8 5 Bajo Normal 5 Nil
26 35 8 1 Bajo Normal 0 HCQ 300
27 20 10 3 Bajo Bajo 2.5 CHQ 100
28 34 14 7 Bajo Bajo 10 CHQ 200
29 25 15 15 Bajo Bajo 5 CHQ 200
30 50 15 3 Bajo Bajo 7.5 Nil
31 35 15 2 Bajo Normal 50 CHQ 200
32 20 16 <1 Bajo Bajo 7.5 CHQ 200
33 17 17 <1 Bajo Bajo 0 Nil

*Pacientes en remision

1 mg por dia de prednisona

Tabla I. Caracteristicas de los pacientes incluidos en el estudio. AZA =
Azatioprina; HCQ = Hidroxicloroquina, CHQ = Cloroquina; PDN = Prednisona.

39



Resultados



Fosforilacion constitutiva de Jak1 y STAT2 en CMN de

pacientes con LES.

El primer objetivo fue analizar el estado de activacion del IFNAR en pacientes con
LES, en condiciones basales, como posible explicacion para el sello de IFN
asociado a LES. Inicialmente se examiné el estado de las proteinas de
transducciéon de senales asociadas a IFNAR en pacientes con LES, clasificados de
acuerdo a la actividad de la enfermedad mediante la escala SLEDAI, dividiendo
en dos grupos: inactivos (SLEDAI 0) y activos (SLEDAI >0). Dado que las
moléculas de senalizacion asociadas a IFNAR1 (STAT1 y Tyk2) también se
activan a través del receptor a IFNy (IFNGR), y la muestra sanguinea de los
pacientes era un factor limitante para el estudio, consideramos que seria
preferible analizar s6lo las proteinas que se asocian a IFNAR2: Jakl y STAT2,
podia proveer informacion certera acerca de la senalizacién inducida por IFN-I,

sin influencia de los efectos del IFNy.

Las CMN de pacientes con LES y de controles sanos se cultivaron en ausencia o
en presencia de SOU/mL IFNP de O a 4h para evaluar el estado de fosforilacion de
Jakl y STAT2. Las células se lisaron, se aislaron las proteinas, se corrieron en
SDS-PAGE y se transfirieron a membranas de PVDF, mismas que después se

revelaron con anticuerpos contra las proteinas especificadas.

Las figuras SA, 5C, 6, 7A, 7C y 8 muestran los resultados del western blot con
anti-Jakl y anti-STAT2 de lisados de CMN de controles sanos o pacientes con
LES. La expresion basal de Jakl y STAT2 se encontré ligera, pero

significativamente, mas alta en pacientes con LES que en los controles sanos.

En células de pacientes con LES, la via de senalizacion inducida por IFN-I se
encontraba activada in vivo, ya que en las células no estimuladas, las proteinas
de senalizacion Jakl y STAT2 estaban fosforiladas constitutivamente, ambas
p<0.0001 LES total/controles (Figs. SB, SC y 6; y 7B, 7C y 8, respectivamente).
En ausencia de IFNf exogeno, no se encontro fosforilacion de Jakl y STAT2 en

CMN de controles sanos.

La fosforilacion constitutiva de Jakl y STAT2 en CMN de LES sugiere dos
posibilidades no excluyentes; que en esta enfermedad la actividad de cinasa Jak1

esta aumentada o que su regulacion esta disminuida. Por lo tanto, analizamos la
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fosforilacion de Jakl y STAT2 mediante la técnica de western blot cultivando las
CMN en presencia de 50 U/ml IFNB (Figs. 5B, 5C y 6, y 7B, 7C y 8). Como se
observa, IFNB indujo fosforilacion de Jakl y STAT2 tanto en controles sanos
como en pacientes con LES. En células de pacientes con LES, el aumento en la
fosforilacion sobre el basal fue solo marginal, mientras que en controles sanos,
una hora después de la adicion de IFNf, la fosforilacién de Jak1l y STAT2 alcanzo

niveles similares a los de las CMN de LES.

En controles sanos, la fosforilacion de Jakl y STAT2 comenzé a descender 4h
después del estimulo exégeno con IFN-I. En contraste, en CMN de LES, la
fosforilacion de Jakl y STAT2 persistio por mas tiempo que en CMN de controles
sanos, siendo esta diferencia mucho mas clara entre controles y pacientes con
LES activo (para p-Jakl, 4h después del estimulo, p=0.0212; para p-STAT2, 4h
después del estimulo, p=0.0339). Por lo tanto, la fosforilacion de Jakl y STAT2
en los pacientes con LES no parece deberse a un potencial de senalizacion
elevado a través de IFNAR, sino mas bien a una regulacion alterada del receptor.
Estos hallazgos sugieren que la regulacion alterada de IFNAR puede ser un factor

de riesgo para el desarrollo del LES.

La diferencia entre los valores de expresion de p-Jakl y p-STAT2 entre controles
sanos y pacientes con LES en ausencia de un estimulo exogeno de IFNP fue
estadisticamente significativa, y de manera importante, la fosforilacion se
encontré presente también en los pacientes con LES inactivo (para p-Jakl,
controles vs. LES activo p<0.0001 y controles vs. LES inactivo p=0.0006; para p-
STAT2, controles vs LES activo y controles vs LES inactivo p<0.0001). Las
diferencias entre LES activo e inactivo, a pesar de ser menores, también fueron

estadisticamente significativas para p-Jdakl (p=0.0477).
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Fig. 5. Fosforilacion constitutiva de Jak1l en CMN de pacientes con LES. A
y B, valores densitométricos de Jakl/GAPDH y p-Jak1l/GAPDH, respectivamente,
de extractos proteinicos de CMN de pacientes con LES (n=15, cuadros y triangulos)
o el mismo numero de controles sanos (circulos) antes (tiempo 0) y a diferentes
tiempos de cultivo después de la adicion de 50U/mL de IFNS humano
recombinante. LES inactivo (triangulos) incluye pacientes con SLEDAI O y LES
activo (cuadros) incluye pacientes con SLEDAI >1. C. Muestras de Western blot de
Jakl de 2 pacientes (derecha) con sus respectivas mediciones de SLEDAI y
controles sanos (izquierda).
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Fig. 6. Fosforilacion constitutiva de Jak1l en LES. Se muestran los Western
Blots para Jakl1 y p-Jakl de los 15 pacientes con LES analizados, clasificados de
acuerdo a la escala SLEDAI, comparandolos con controles sanos, a los tiempos de
estimulo con IFNf indicados. Los pacientes con asterisco se encuentran en
remision de la enfermedad.
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Fig. 7. Fosforilacion constitutiva de STAT2 en CMN de pacientes con LES.
A y B, valores densitométricos de STAT2/GAPDH y p-STAT2/GAPDH,
respectivamente, de extractos proteinicos de CMN de pacientes con LES (n=15,
cuadros y triangulos) o el mismo numero de controles sanos (circulos) antes (tiempo
0) y a diferentes tiempos de cultivo después de la adicion de 50U/ mL de IFNS
humano recombinante. LES inactivo (tridngulos) incluye pacientes con SLEDAI O y
LES activo (cuadros) incluye pacientes con SLEDAI >1. C. Muestras de western blot
de STAT2 de 2 pacientes (derecha) con sus respectivas mediciones de SLEDAI y
controles sanos (izquierda).
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Fig. 8. Fosforilacion constitutiva de STAT2 en LES. Se muestran los western
blots para STAT2 y p-STAT2 de los 15 pacientes con LES analizados, clasificados
de acuerdo a la escala SLEDAI, compardndolos con controles sanos, a los tiempos
de estimulo con IFNf indicados. Los pacientes con asterisco se encuentran en
remision de la enfermedad.
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En la figura 9 se muestra que el patron de expresion de IFNAR1 y IFNAR2 en
CMN de controles y pacientes con LES es muy similar, y no se detectan
variaciones en la expresion con respecto al tiempo de estimulo con IFNJ. La
expresion similar de IFNAR1 y IFNAR2 en pacientes con LES y controles sanos
indica que el aumento en la via de senalizacion por IFN en LES no se debe a

diferencias en la expresion de los receptores.
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Fig. 9. Niveles similares de expresion de las cadenas IFNAR1 y IFNAR2 en
CMN de pacientes con LES y controles sanos. Valores densitométricos del
andlisis de Western blot IFNAR1/GAPDH y IFNAR2/GAPDH de lisados proteicos
obtenidos de CMN de pacientes con LES (cuadros, n=15) y controles sanos circulos,
n=15) antes (tiempo 0) y a tiempos diferentes después de la adicion de 50U/ mL de
IFNS humano recombinante. LES inactivo incluye pacientes con SLEDAI 0-4 y LES
activo comprende pacientes con SLEDAI > 4.

Estos resultados sugieren que en LES existe un estado continuamente activado
de la via de senalizacion por IFN-I, lo cual, dados los resultados previamente
mostrados, podria ser una consecuencia de la falta de mecanismos reguladores
de la via, tales como la disminucion de SOCSI1.

Debido a que nuestros resultados en western blot muestran que la fosforilacion
de Jakl y STAT2 es mayor en pacientes con LES activo comparada con LES
inactivo, llevamos a cabo un analisis de correlacion de Pearson para detectar

alguna relacion directa entre la fosforilacion de estas proteinas y la actividad de

47



la enfermedad, como una escala continua. La Figura 10 muestra que no hubo
correlacion entre el indice de actividad de la enfermedad (SLEDAI) y la

fosforilacion de Jak1l o STAT?2.
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Figura 10. No existe correlacion entre la fosforilacion constitutiva de Jak1
o STAT2 y el indice de actividad de la enfermedad en CMN de pacientes
con LES. Andlisis de regresion logistica de pJakl/GAPDH y pSTAT2/GAPDH en
pacientes con LES (eje Y) y el indice de actividad de la enfermedad (eje X) antes
(tiempo 0) o a los tiempos indicados después de la adicion de 50 U/ml IFNP.
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Expresion disminuida de SOCS1 en LES.

Debido a que la sobreexpresion de genes inducidos por IFN tipo I en LES podria
deberse a un aumento en la produccion de IFN-I o, alternativamente, a un
aumento en la senalizacion de la via de transduccion de senales, decidimos
analizar la posibilidad de que existiera una falla en la supresion de la via
Jak/STAT. Al ser SOCS1 el inhibidor mejor caracterizado de la via de
senalizacion de IFN-I y ademas, porque su deficiencia parcial se ha asociado con
un sindrome semejante al LES (SLE-like sindrome) [105], analizamos su

expresion en CMN de pacientes con LES comparada contra controles sanos.

Se extrajeron CMN de controles sanos y de pacientes con LES clasificados de
acuerdo a la actividad de la enfermedad mediante la escala SLEDAI,
considerando dos grupos: inactivos (SLEDAI 0) y activos (SLEDAI >0), y se
incubaron en medio RPMI o en medio RPMI en presencia de estimulo de S0U/mL
de IFNB por diferentes periodos de tiempos (1, 4 y 6h). Posteriormente se
extrajeron los lisados proteinicos, los cuales se corrieron en geles de
poliacrilamida y se transfirieron a membranas de PVDF, mismas que después se

revelaron con anticuerpos contra SOCS]1.

La figura 11A muestra el analisis densitométrico de las bandas obtenidas por
western blot de lisados proteinicos de CMN provenientes de controles sanos o
pacientes con LES con anti-SOCS1. Como puede observarse, la expresion de la
proteina SOCS1 intracelular total estaba disminuida en todos los pacientes con
LES, pero solamente fueron significativas las diferencias entre pacientes con LES
activo y controles sanos (p=0.0007). Debido a que la expresion de SOCS1 es
inducida por varias citocinas, incluyendo IFN-I, también analizamos la expresion
de SOCS1 en presencia de IFNB. Las CMN de controles sanos y pacientes con
LES fueron estimuladas por diferentes periodos de tiempo (1, 4 y 6h) con
50U/mL de IFNB, y posteriormente se extrajeron las proteinas, que se analizaron

por Western blot.

En la figura 11A se observa que en controles sanos, la cinética de la expresion
proteinica de SOCS1 aumenta ante un estimulo de IFNB, manteniéndose asi
aproximadamente hasta las 6h. Sin embargo, en pacientes con LES, se observo
menor expresion de la proteina desde el tiempo O, y pese a que ante un estimulo
ésta también aumentd, no alcanzé los niveles de expresion de los controles

(después de 6h en presencia de IFNJ, controles vs LES activo p<0.0001; controles
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vs. LES inactivo p=0.0008). Ademas, en pacientes con LES, la proteina SOCS1
comenzo a disminuir su expresion a las 4h, siendo esta disminucion mas
evidente a las 6h, mientras que en controles sanos, la expresion de la proteina se
mantuvo a las 4h e incluso sigui6 aumentando hasta las 6h en presencia de
IFNB. Notablemente, esta disminucion ocurri6o también en pacientes con LES
inactivo, aunque fue mas marcada en los pacientes con LES activo (después de
4h en presencia de IFNP, controles vs LES activo p=0.0058; controles vs LES
inactivo p=0.0144)

La figura 11B muestra blots representativos de SOCS1 en tres pacientes con LES
y tres controles sanos, en las cuales se puede observar la disminucion en la
expresion de SOCS1 en pacientes con LES comparada con controles sanos. La
figura 11C muestra los blots para SOCS1 de todos los pacientes analizados

comparados contra controles sanos.
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Figura 11. Expresion disminuida de la proteina SOCS1 en CMN de
pacientes con LES. A. Valores densitométricos de los western blots de SOCS1 en
LES o en controles sanos (circulos blancos) antes (tiempo 0) y a diferentes tiempos
de cultivo después de la adicion de 50U/mL de IFNf humano recombinante.
Triangulos=LES inactivo (SLEDAI 0), cuadros=LES activo (SLEDAI>1). B. Muestra
representativa del western blot de tres pacientes con LES y tres controles sanos. C.
Western blot de los 15 pacientes con LES analizados comparados con controles

sanos para SOCS]1.
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Es importante mencionar que el cultivo en ausencia de IFN-I no indujo SOCS1
en CMN control (Figura 12), por lo que el efecto de la induccion de la proteina

puede adjudicarse al estimulo proporcionado con IFNf.

50U/mL IFNf Nil
(horas) (horas)

0o 1 4 6 0 1 4 6

SOCs1

Figura 12. El cultivo de CMN en ausencia de IFN-I no induce expresion de
SOCS1. Lisados proteinicos de CMN de un control sano cultivadas en ausencia o
en presencia de IFNfSdurante los tiempos indicados en la parte superior,

analizados por western blot para SOCS1.

Habiendo detectado la expresion disminuida de SOCS1 en pacientes con LES
tanto activo como inactivo, era de interés investigar si existe una relacion directa
entre la actividad de la enfermedad y la disminucion de la proteina. Sin embargo,
después de llevar a cabo un analisis de correlacion de Pearson, no encontramos
una correlacion entre la expresion disminuida de SOCS1 en CMN de LES y el
indice de actividad de la enfermedad (definida por la escala SLEDAI), ya fuera en

presencia o en ausencia de IFN (Figura 13).

Estos resultados indican que, en pacientes con LES, tanto la expresion
constitutiva de SOCS1 y su inducciéon por IFNf se encuentran disminuidos, y

esta disminucién no esta relacionada con la actividad de la enfermedad.
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Figura 13. No existe correlacion de la expresion de SOCS1 con el indice de
actividad de la enfermedad en CMN de pacientes con LES. Los datos de los
pacientes con LES se graficaron para examinar la correlacion de la expresion de
SOCS1/GAPDH y el indice de actividad de la enfermedad (SLEDAI) en pacientes
con LES (eje X). El tiempo O representa los lisados celulares sin la adiciéon de IFNf
exdégeno, mientras que las columnas numeradas 1, 4 y 6 se refieren al tiempo de
cultivo después de la adicion de 50U/ mL de IFNf recombinante humano.

Dado lo pequenio de las diferencias en la expresion de SOCS1 en pacientes con
LES observadas por el analisis de western blot, decidimos examinar los niveles
de mRNA de SOCS1 en pacientes con LES activo e inactivo y controles sanos.
Para esto, se realiz6 analisis por medio de RT-PCR tiempo real para SOCS1 en
pacientes con LES activo e inactivo y en controles sanos, comparada con la
expresion GAPDH. El RNA total obtenido de las CMN de pacientes con LES o
controles sanos se utilizo para sintetizar cDNA con ayuda de un kit comercial
(ver seccion de Métodos). Para determinar la dilucion ideal de RNA a utilizar en el
ensayo, se realiz6 una curva estandar, con diluciones seriadas de cDNA (1:10,
1:100, 1:1000, 1:10000) de un control sano y la sonda de GAPDH. Se realizé una
curva estandar en la cual, se comprueba la efectividad de la sonda y la precision
del ensayo (r2=0.9987), ademas de que se determina que el cDNA puede utilizarse

a una dilucién de 1:10000.
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La figura 11, izquierda, muestra el analisis de RT-PCR tiempo real de mRNA de
SOCSI1, el cual se encontr6 significativamente disminuido en los pacientes con
LES (p<0.0001) comparado con controles sanos. A pesar de que las diferencias
entre pacientes con LES inactivo y los controles sanos fueron estadisticamente
significativas (p=0.036), en los pacientes con LES activo se encontraron las

diferencias mas marcadas (p<0.0001).

Estos resultados indican que los pacientes con LES tienen menor expresion de
SOCS1 a nivel de mRNA. Sin embargo, era de vital importancia examinar si el
estimulo con IFN-I era capaz de inducir la expresion de mRNA de SOCS1 en LES.
Para analizar los efectos directos del IFNB en la transcripcion de SOCSI,
examinamos este proceso después de un estimulo corto (30 min). La figura 15
muestra que el IFNJ es capaz de inducir un aumento en los niveles de mRNA de
SOCS1 y, a pesar de que los niveles iniciales y finales (estimulado) fueron mas
bajos en LES, el aumento en LES y controles sanos fue proporcional (3-5 veces).
Esto difiere de SOCS1 a nivel proteina, cuya expresion solamente aumenté sobre
2 veces en controles sanos y fue ligeramente menor en LES (Figura 11). Como un
control muy importante, analizamos el mRNA de la proteina antiviral MxXA, cuya
expresion es inducida por IFN-I. Como puede observarse en la figura 11, derecha,
MxA se encontré expresado a niveles basales bajos en controles sanos, mientras
que en pacientes con LES estaba elevado, lo cual fue mas marcado en respuesta
al estimulo de 30 minutos con 50U/mL de IFNB, ademas de que fue mucho mas

evidente en pacientes con LES activo que en pacientes con LES inactivo.

A pesar de que estos hallazgos son consistentes en la mayoria de los pacientes
con LES, dos pacientes con un indice de actividad muy elevado (SLEDAI 15)
mostraron un aumento en mRNA de SOCSI1, el cual aumenté ain mas ante la
presencia de IFNB. Estos dos pacientes no muestran ninguna diferencia clinica o
serologica que los distinga de otros pacientes con LES con una actividad similar
de la enfermedad. En el marco de nuestro estudio, interpretamos esto como un
reflejo de la heterogeneidad en la patogénesis del LES, y ambos pacientes fueron
considerados como independientes del grupo para analisis posteriores (aunque
para evitar sesgos, se analizaron también en conjunto con los demas pacientes
con LES). De manera importante, los dos pacientes con alta expresion de mRNA
de SOCS1 no difirieron de los otros pacientes en la expresion de MxA. Por lo
tanto, la expresion de SOCS1 en respuesta a IFN-I en LES se encuentra

disociada de otros genes responsivos a IFN-I.
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Figura 15. Expresion disminuida de mRNA de SOCS1 en pacientes con
LES. RT-PCR en tiempo real a partir de RNA total de CMN de pacientes con LES
(n=31) o controles sanos (n=31), antes (barras negras) o después (barras blancas)
de cultivo en presencia de 50 U/ml IFNfS. La expresion de SOCSI1 estd
representada en la parte izquierda, mientras que la de MxA se localiza en la parte
derecha. LES inactivo=SLEDAI O (n=9), LES activo medio=SLEDAI 1-4 (n=12) y LES
activo severo =SLEDAI>4 (n=10). Los datos se analizaron mediante la prueba t de
Student para muestras no pareadas. Los dos puntos mostrados en las barras de
SOCS]1 sobre los pacientes activos severos corresponden a los pacientes con una
expresion de SOCS1 elevada, y no se incluyeron en las barras correspondientes ni
en el andlisis estadistico (ver texto).

Posteriormente, llevamos a cabo un analisis de correlacion de Pearson para
determinar si habia alguna relacion directa entre la disminuciéon de mRNA de
SOCS1 y la actividad de la enfermedad de los pacientes con LES. Fuera de las
dos excepciones mencionadas previamente (pacientes con indice de actividad
elevado y aumento de mRNA de SOCS1), el mRNA de SOCS1 no correlacion6 con
la escala SLEDAI y, por lo tanto, con la actividad de la enfermedad, ya fuera que

estos pacientes hubieran sido excluidos o no del analisis (Figura 16).

Estos resultados corroboran que, en pacientes con LES, la expresion de SOCS1
se encuentra disminuida, y esta disminucién no esta relacionada con la actividad

de la enfermedad.
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Figura 16. No existe correlacion de la expresion de mRNA de SOCS1 con el
indice de actividad del LES. Los datos de los pacientes con LES se graficaron
para examinar la correlacién de la expresion de mRNA de SOCSI y el indice de
actividad de la enfermedad (SLEDAI) (eje X). Las columnas marcadas como “-“
representan el mRNA de CMN sin la adicion de IFNJ exégeno, mientras que las
columnas marcadas como “+” se refieren al estimulo de 30 minutos con IFNf
recombinante humano exdgeno. Arriba, mRNA de SOCS1; abajo, mRNA de MxA.
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Actividad similar a IFN en el plasma de LES

La fosforilacion constitutiva de Jakl y STAT2 en CMN de LES puede deberse a la
falta de regulacion por parte de SOCS1, pero también podria deberse a la
presencia de IFN en el suero de pacientes con LES. A pesar de que lo anterior no
es muy probable para los pacientes con LES inactivo ya que se ha demostrado
que el aumento de IFN-I en el suero de LES esta asociado con la actividad de la
enfermedad, decidimos analizar los niveles de IFN-I en el suero de los pacientes

con LES.

La Figura 17 muestra los valores en pg/mL de IFNa presentes en el suero de los
pacientes con LES comparados con controles sanos. Como puede observarse,
solamente algunos pacientes con LES muestran valores elevados de IFNa y éstos
no correlacionan con el indice SLEDAI. Ademas, en ningin caso un paciente con
LES inactivo presento niveles de [FNa superiores a aquellos de los controles. Sin
embargo, se ha encontrado que el plasma de LES activo contiene una actividad

similar a la de IFN-I, que puede ser neutralizada con anticuerpos anti-IFNa[105].
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Figura 17. IFNa en suero no esta uniformemente elevado en pacientes con
LES y no correlaciona con la actividad de la enfermedad. Niveles de IFNa en
muestras de suero de 26 pacientes con LES (derecha) y el mismo numero de
controles sanos (izquierda) con un kit comercial que detecta todas las isoformas de
la citocina. Los datos de los pacientes con LES se graficaron para examinar la
correlaciéon con la actividad de la enfermedad de acuerdo al indice SLEDAI y se
expresan en picogramos/ mL. R?2=0.0364 1.

Para analizar los efectos del plasma de LES en CMN de controles, medimos la
expresion de tres genes dependientes de IFN-I, 2°50AS, MxA y EIF2a, después de
estimular CMN de controles sanos con plasma de LES activo e inactivo, y plasma

control.

La Figura 18A, B y C muestra que, como era de esperarse, el plasma de controles
no induce la expresion de los genes analizados. El plasma de LES activo induce
una expresion muy elevada de mRNA de los tres genes (2’50AS, MxA y EIF2a).
Sin embargo, solamente algunos de los plasmas de LES inactivo fueron capaces
de inducir estos tres genes, pero en una menor proporciéon. La induccion de estos
genes por el plasma de LES, correlaciona con el indice SLEDAI (Fig. 18D, E y F),
particularmente 2°5’0OAS. Esto sugiere que el plasma de LES, a pesar de que no

contiene niveles elevados de IFN [ consistentemente, posee una actividad
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inductora de genes dependientes de IFN I, lo cual podria contribuir al aumento

de genes inducidos por esta citocina en LES (sello de IFN).

A pesar de que en algunos pacientes con LES inactivo la fosforilacion de Jakl y
STAT?2 podria deberse a una actividad similar a la de IFN-I, algunos plasmas de
LES inactivo no fueron capaces de inducir la expresion de los genes responsivos
a IFN-I analizados en las CMN de controles. Para determinar la relacion entre
esta actividad similar a IFN-I en plasma de LES y la fosforilacion contitutiva de
Jakl y STAT2, analizamos las CMN del paciente 21 (Tabla 1) mediante Western
blot con un anticuerpo anti-pJak1, comparandolo contra CMN de un control. Las
CMN se estimularon durante 1h con diferentes concentraciones de IFN. Las
CMN del paciente 21, quien presenta un indice SLEDAI de 2 y no mostr6 IFNa en
plasma ni actividad inductora de 2°50AS, MxA o EIF2a, presenté una marcada
fosforilacion de Jakl en ausencia de IFN-I exogeno, la cual no aumento ante la
adicion de 50U /ml IFNJ, a diferencia de las CMN del control, en las cuales no se
detecté la presencia de Jak fosforilado en ausencia de IFNB, pero dicha
fosforilacion fue aumentando gradualmente al anadir el estimulo de IFN-I
exogeno (Figura 18G). Esto sugiere que al menos en algunos pacientes con LES,

la fosforilacion de Jakl y STAT2 es constitutiva e independiente del IFN ex6geno.

59



100~ 2'5'0AS 259 ?=0.80

204
H‘

o0 [ ¢
Induccién 2'5°0AS

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13
B =0.57

20+

MxA/GAPDH
» ¢
Inducciéon MxA

a®

100- EIF2A A
% 2=0.44 yd

e

EIF2A/IGAPDH
« o0 e
Inducciéon EIF2A

-
® M e

01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
indice SLEDAI

Controles  50U/mL IFN | LES inactivo LES activo

IFNB (U/ml)
50 0

0 15 5 15

1.5 5 15 50

pJak1

GAPDH,

LES Control

Figura 18. El plasma de LES activo induce expresion de genes
dependientes de IFN-I. Se estimularon CMN de tres controles sanos durante 1h
con plasma de 5 pacientes con LES activo, 5 LES inactivo y 3 controles sanos, o
50U/ mL de IFNpS recombinante, individualmente, y se examiné la induccién de tres
genes dependientes de IFN-I: 2°5°0AS (A), MxA (B) y EIF2¢(C) mediante qRT-PCR
(SYBR-Green). Las grdficas corresponden a tres donadores sanos (circulos). Cada
color corresponde a un donador individual para los genes y condiciones indicados
en cada columna (plasma control, 50U/ mL IFNf, plasma de LES activo o inactivo).
Los datos se expresan como la induccién de cada mRNA por arriba de PBMC sin
estimulo. D, E y F. Correlacién de Pearson entre la induccion de cada gen (media
de CMN de los tres donadores sanos) y el indice SLEDAI D: 2°5°0OAS; E: MxA; F:
EIF2a. G. Western blots de los lisados de CMN de un paciente (izquierda) y un
control sano (derecha) cultivados durante 1h con concentraciones progresivas de
IFNg (0, 1.5, 5, 15y 50 U/mL), reveladas con anti-pJak]1.
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Asociacion entre la disminucion de SOCS1 y la
fosforilacion constitutiva de Jak1 y STAT2 en LES

Debido a que SOCSI1 regula a la proteina Jakl, impidiendo su fosforilacion al
actuar como pseudosustrato, y, por consiguiente, inhibiendo la fosforilacion de
STAT2, analizamos la posible correlacion entre la disminuciéon de la proteina
SOCS1 y la fosforilacion de Jakl y STAT2. Al hacer el analisis individual de los
pacientes (Fig. 19), observamos una correlacion inversa entre la expresion de la
proteina SOCSI1 y la fosforilacion de Jakl y STAT2 en casi todos. Sin embargo, en
tres pacientes (p-Jakl) y 4 (p-STAT2) no se observo este fenomeno, probablemente
debido a la heterogeneidad de la enfermedad. Esta correlacion inversa presente en
la mayoria de los pacientes sugiere que la disminuciéon de SOCS1 en LES es al
menos responsable en parte por la activacion constitutiva Jakl y STAT2

encontrada en estos pacientes.
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Figura 19. Correlacion entre la expresion de SOCS1 y pJakl o pSTAT2 en
pacientes con LES. Comparaciones individuales de SOCS1 (eje X) y pJakl1 (eje Y),
derecha, y pSTAT, izquierda, en pacientes con LES (n=15), representados en
cuadros blancos. El valor de la media de los controles sanos (n=15) se encuentra
representado como circulos negros.
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Asociacion depediente de ligando de SOCS1 con IFNAR2 y
constitutiva con IFNARI1.

Es bien conocido el hecho de que Jakl y STAT2 se asocian a la cadena IFNAR2,
sin embargo, se ha sugerido que SOCS1 se asocia solamente con IFNAR1 y no con
IFNAR2 [57]. Para reexaminar esto, hicimos estudios de coinmunoprecipitacion
para evaluar las caracteristicas de la asociacion de SOCS1 con las cadenas del
IFNAR. Los lisados celulares de CMN de pacientes con LES o de controles sanos se
inmunoprecipitaron con anti-IFNAR1, anti-IFNAR2, o con una mezcla de ambos, se
corrieron en geles SDS-PAGE 12%, se transfirieron a PVDF y se revelaron con
anticuerpos anti-Jakl, Tyk2 o STAT2. Como se esperaba, Tyk2 no se asocio a
IFNAR2, pero se encontré constitutivamente asociado a IFNARI1, mientras que

Jakl y STAT2 estan asociados constitutivamente con IFNAR2 (Figura 20B).

De manera importante, tal y como se ha reportado [57] en CMN sin estimulo,
SOCS1 co-precipita principalmente con IFNAR1. Sin embargo, una hora después
de la adicion de IFNB, la asociacion de SOCS1 con IFNAR2 aumento
marcadamente, mientras que solamente se observd un aumento marginal de
SOCS1 asociado a IFNAR1 (Figura 20A y B). Por lo tanto, en ausencia de
ocupacion del IFNAR, SOCS1 se asocia solo a IFNARI1, pero la union del ligando a
IFNAR induce asociacion de SOCS1 con IFNAR?2.

En células de LES, la cantidad de SOCS1 unido a IFNAR1 y IFNAR2 estaba
ligeramente disminuida en relacion a los controles sanos, probablemente debido a
una menor expresion de esta proteina en LES, o probablemente por un defecto en
la region de union con IFNAR. En cuanto a Jakl y STAT2, se observo mayor
asociacion de las formas fosforiladas de estas proteinas al IFNAR en pacientes con
LES que en controles sanos. Ademas, la asociacion de Jakl a IFNAR1 en LES se
mantuvo hasta 6 horas después de la adicion de IFNB, mientras que en controles
sanos, ya comenzaba a declinar. También observamos que la unioén al receptor de
la forma fosforilada ya sea de Jakl o STAT2 fue mas notoria en pacientes con LES

activo que en pacientes con LES inactivo.

Estos resultados indican que SOCS1 regula la senalizacion del IFNAR a través de
ambas cadenas del receptor, pero la cinética es diferente, donde Tyk-STAT1 son
regulados continuamente, mientras que la regulacion de Jak1-STAT2 es inducible.

La asociacion de SOCS1 a IFNAR2 no era conocida.
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Figura 20. Asociacion constitutiva de SOCS1 con IFNAR1 en CMN y
disminucion de esta asociacion en LES. A. Cinética de la asociacion de SOCS1
(arriba) y Jakl (abajo) con las cadenas del receptor a IFNAR antes (tiempo 0) y
después del cultivo a los tiempos indicados en presencia de IFNS humano
recombinante. B. Western Blots de las proteinas indicadas obtenido de lisados
celulares de CMN de dos controles sanos (C) o dos pacientes con LES (P) co-
inmunoprecipitado con IFNAR1 y IFNAR2, antes (tiempo 0) y después del cultivo a
los tiempos indicados en presencia de IFNfi humano recombinante.

Expresion de miRNA-155 en LES.

Los microRNA (miRNA) son reguladores importantes de la expresion génica que
participan en procesos como la regulacion de la activacion de la respuesta
inmune innata, inflamacién y cancer, entre otros. Ademas, se han identificado
algunos miRNA que son inducibles en respuesta a ciertos estimulos. Uno de
ellos, miR-155 es inducido por IFNf. Wang y colaboradores reportaron que
SOCS1 es blanco de miR-155 en macréfagos, y que la eliminacion de SOCS1
aumenta el efecto de miR-155 en la respuesta antiviral mediada por IFN-I. Por

estas razones, y con los hallazgos previamente descritos, analizamos la expresion
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de miR-155 en pacientes con LES y su posible relacion con la deficiencia en la
expresion de SOCS1. La figura 21 muestra, que la expresion de miR-155 en uno
de los controles sanos esta disminuida y no se modifica con el IFNf, mientras
que el paciente con LES activo presenta mayor expresion basal de miR-1535, la
cual disminuye con el IFNB. Esto es congruente con la baja expresion basal de
SOCS en los dos pacientes activos, en los que el IFNf induce SOCS1. Los
pacientes con LES inactivo tienen mayor expresion basal de miR-155 que el
control y menos que el paciente con LES activo. Aunque estos resultados
sugieren que en LES, la expresion de SOCS1 pudiera ser regulada por miR-155,

los datos son muy preliminares y requieren confirmacion.
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Fig. 21. Expresion de miR-155 en LES.Se muestran los valores de expresién de

miRNA-155 en CMN de pacientes con LES y controles sanos, analizados mediante
gRT-PCR.
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Discusion

Diversas observaciones han demostrado el papel primordial de la via de IFN-I en la
etiopatogénesis del LES. Este trabajo se realizdo para examinar el estado de la via
de senalizacion inducida por IFN-I en células de pacientes LES. Para ello, se
examiné el estado de fosforilacion de las proteinas de senalizacion asociadas a
IFNAR, Jakl y STAT2. El hallazgo mas notable de este trabajo fue que tanto Jakl
como STAT2 se encontraron constitutivamente fosforiladas en pacientes con LES
activo e inactivo. Los pacientes con LES inactivo y algunos con LES activo no
tenian IFNa elevado en suero ni actividad similar a IFN-I en plasma, determinada
por la capacidad o no de plasma normal de inducir transcripcion de genes
dependientes de IFN-I. Para examinar si la fosforilacion constitutiva del complejo
de transduccion de senales asociado a IFNAR se debia a la falla de alguno de sus
mecanismos reguladores, estudiamos la expresion del regulador principal de la
senalizacion del IFNAR, SOCS1. Aunque se encontré6 una disminucion de SOCS1
tanto a nivel de mRNA como de proteina, no tuvo correlacion estrecha con la
fosforilacion de Jakl y STAT2. Finalmente, se encontré que SOCS1 se une a
ambas cadenas de IFNAR, pero con diferente cinética, y la union a ambas cadenas

de IFNAR esta disminuida en LES.

El LES es una enfermedad heterogénea, en la cual concurren combinaciones
variables de multiples polimorfismos en genes que en conjunto contribuyen a su
susceptibilidad [3-7]. Uno de los aspectos mas relevantes que han surgido en la
ultima década, es que los pacientes con LES tienen la via de IFN-I
constitutivamente activada, aunque los niveles de IFNa en suero no siempre se
encuentran elevados ni siempre correlacionan con la actividad de la enfermedad
[45-48]. Esto, ademas de que algunos individuos desarrollan LES después de la
administracion de IFN-I exogeno [52, 53], sugiere que el defecto en LES, mas que
una producciéon persistente y aumentada de IFN-I, podria ser que su receptor,
IFNAR, tuviera un umbral bajo de respuesta a la citocina. Nuestros resultados son

consistentes con esta hipotesis.

En este estudio encontramos que, en pacientes con LES, la via de senalizacion
Jak/STAT inducida por IFN-I se encuentra activada, aparentemente en ausencia
de un estimulo externo, tal como se pone en evidencia mediante la fosforilacion
constitutiva de Jakl y STAT2 (proteinas asociadas a IFNAR) sin la adicion de IFN-I

exogeno. Ademas, la fosforilacion de estas proteinas aumenta en respuesta al
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estimulo y se mantiene por tiempos mas prolongados comparada con controles
sanos. Esto indica que este receptor senaliza en forma continua, pero que es aun
capaz de responder a un estimulo exogeno, que al cesar regresa a un estado basal,
que esta por arriba del presente en los individuos sanos. Este hallazgo concuerda
con estudios previos y sugiere que el LES se asocia a una respuesta aumentada a

IFN-I.

Cabe mencionar que en los estudios llevados a cabo en este trabajo utilizamos
IFNB para el estimulo de las células, y aunque se realizo la determinacion
cuantitativa en suero de IFNa, los resultados pueden interpretarse como en
general de IFN-I, debido a que ambos subtipos pertenecen a la misma clase de IFN
y senalizan a través del mismo receptor celular, ademas de que diversos estudios

han detectado que tanto IFNa como IFN activan los mismos genes [68, 77].

Para investigar la posibilidad de que el umbral anormal de respuesta del IFNAR se
debiera a una regulacion defectuosa del mismo, estudiamos la expresion de
SOCS1. Aunque la mayoria de los pacientes estudiados tuvieron expresion baja de
SOCSI1, el analisis de correlacion de Pearson no mostré una asociacion entre la
disminucion de SOCS1 y la fosforilacion de Jakl y STAT2, aunque se observa una
clara tendencia con relacion inversa entre dichas variables. Esto sugiere que en
estos pacientes existen otras vias alteradas como responsables de la activacion
constitutiva del IFNAR. Otra posibilidad es que esta activacion sea producto de la
accion de otra citocina, que, de manera trans, estuviera activando la via Jak/STAT
de IFN-I, probablemente IFN-II, ya que el pretratamiento con esta citocina
sensibiliza las células a IFN-I, y se sabe que la expresion de transcritos
dependientes de IFN-II esta significativamente elevada en CMN de pacientes con
LES. Este aumento en la produccion de IFN-II en LES podria desecadenar y

mantener las respuestas inflamatorias caracteristicas del padecimiento [120].

La disminucién en la expresion de SOCS1 en LES ocurrié tanto a nivel proteina
como de mRNA. Aunque la primera no fue tan marcada, la diferencia entre LES y
controles sanos sin IFNP exogeno fue estadisticamente significativa. Al anadir IFN
(1, 4 y 6h), estas diferencias fueron cada vez mas evidentes, mientras que en
controles sanos, la expresion de SOCS1 aument6é con el tiempo de estimulo,
alcanzando un maximo entre las 4 y 6 horas. En los pacientes con LES, SOCS1

aumento pero nunca alcanzo los niveles de los controles, y a partir de las 4 horas
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se observo una clara disminucion de su expresion, mientras en los controles

seguia aumentando.

La disminucion en la expresion de SOCS1 tampoco mostré una correlacion con la
actividad de la enfermedad. Probablemente, existen mecanismos alternos de
regulacion de la via de IFN-I que podrian controlar una hiperrespuesta de esta
citocina. Debido a que nuestros experimentos se basaron en la deteccion global de
las proteinas y no en su localizacion celular, y ya que consistentemente
encontramos Jakl y STAT2 fosforilados, y asociados a IFNAR, es probable que uno
de los mecanismos involucrados que intente controlar la via sea el de PIAS, que se
encarga de la inhibicion de las STAT activadas en el nucleo [97, 98]. Esto podria
explicar por qué en algunos de los pacientes analizados en este estudio Jakl y

STAT?2 no se encontraron fosforiladas en ausencia de estimulo.

La mayoria de los pacientes con LES analizados en este estudio, sin importar su
indice SLEDAI, mostraron una expresion disminuida de SOCS1 a nivel de mRNA,
con respuesta a IFNB disminuida in vitro, con una relaciéon inversamente
proporcional con la expresion del gen de la proteina antiviral MxA, inducible por
IFN-I. Es decir, los pacientes con LES inactivo tenian expresion disminuida de
SOCS1 con elevacion de MxA, mientras que los pacientes con LES inactivo en
quienes la disminucion de SOCS1 no fue evidente, no tenian elevacion de MxA.
Esto sugiere fuertemente que SOCS1 regula la expresion de MxA a través de la
inhibicion del IFNAR. Interesantemente, dos de los pacientes mas activos tuvieron
expresion muy elevada del mRNA de SOCS1 (pero no de MxA). Estos dos pacientes
tenian la transcripcion de SOCS1 mas alta en respuesta a IFNf, pero no diferian
de los otros pacientes en cuanto a caracteristicas clinicas o étnicas, por lo cual,

solo podemos atribuirlo a la heterogeneidad del LES.

La activacion constitutiva de la via de IFN-I o el estimulo persistente que provoca
dicha activacion podria deberse a niveles elevados de esta citocina en el suero de
los pacientes con LES. Sin embargo, solamente una fraccion de los pacientes con
LES activo mostraron niveles elevados de IFNa en plasma comparado con controles
sanos y la presencia de IFNa en suero no correlacioné con la actividad de la
enfermedad. El plasma de pacientes con LES activo (n=5) fue capaz de inducir la
produccion de genes de IFN-I en CMN sanas (in vitro), ya que al estimular las CMN
sanas con plasma de LES activo, encontramos una clara induccion de mRNA de

los genes dependientes de IFN-I analizados (2°'50AS, MxA y EIF2a) con una fuerte
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correlacion con el indice SLEDAI, particularmente para 2°5°OAS. Esto indica que el
plasma de pacientes con LES activo posee cierta actividad inductora de IFN-I, los
cuales podrian ser complejos inmunes tipicos de LES (DNA-anti-DNA) que podrian
inducir la produccion de interferon a través del estimulo por TLR9 [53]. A pesar de
que utilizamos un kit de ELISA multivalente para IFNo, no pudimos detectar
niveles elevados de esta citocina, por lo que queda abierta la posibilidad de
estudiar mas a fondo e identificar el factor que le confiere al plasma de LES activo

su capacidad inductora de genes dependientes de IFN-I.

Sorpresivamente, los plasmas de pacientes con LES inactivo (que tampoco
presentan IFNa detectable en suero) no mostraron esta actividad inductora de IFN-
[ y atin asi, tienen fosforilacion constitutiva de Jakl y STAT2. Esto apoya la
hipotesis de que la activacion constitutiva de IFNAR en LES podria ser por una

falla en su regulacion.

En condiciones normales, en ausencia de I[FNf exogeno, Jak1-STAT2 co-precipitan
con IFNAR2, y Tyk2-STAT1 con IFNARI1, lo cual aumenta ante la adicion de IFN-I,
y no encontramos diferencias significativas de asociacion de estas proteinas a
IFNAR entre pacientes con LES y controles sanos. Hasta antes de este estudio, s6lo
se habia encontrado que, en el IFNAR, SOCS1 se asocia Ginicamente a IFNAR1 por
lo que se propuso que su efecto inhibidor seria s6lo a nivel de Tyk2/STAT1 [42].
Nuestros resultados confirmaron que este es el caso, pero sélo en ausencia de IFN
exogeno, ya que al cultivar CMN en presencia de IFNB, SOCS1 se asocio
progresivamente a IFNAR2, mientras que su asociacion con IFNAR1 solo se
modific6 marginalmente. Esto no ha sido previamente publicado y sugiere un
modelo en el que la senalizacion inicial inducida por IFN-I se desarrolla
principalmente a través de IFNAR2 hasta que SOCS1 es inducido y se une a ella.
SOCS1 entonces bloquearia la senalizacion por IFNAR2 sin disminuir
significativamente la senalizacion por IFNAR1. La asociacion de SOCS1 a IFNAR1 y
IFNAR?2 siempre fue mas baja en los pacientes con LES que en controles sanos, lo
cual indica que la sefializacion por ambas cadenas podria estar incrementada en

LES.

Como se indica por estudios epidemiologicos, la concordancia de LES se encuentra
fuertemente influenciada por factores genéticos. A la fecha, varios estudios han
encontrado multiples genes asociados y que podrian estar implicados en la

patogénesis de LES. SOCSI1 es el principal regulador de la via de sefnalizacion por
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IFN-I, ademas de ser el regulador principal de la actividad de otras citocinas que
participan en la inmunopatogénesis del LES. La disminucion de SOCSI1
encontrada en algunos pacientes, sobre todo a nivel de mRNA y aun en pacientes
con LES inactivo, sugiere que SOCS1 pudiera ser otro gen de susceptibilidad al
LES. En este contexto, es importante hacer notar que se ha identificado un locus
de susceptibilidad a LES en el cromosoma 16 proximal, y que tiene influencia
sobre los titulos de anticuerpos anti-dsDNA [108]. Debido a que SOCS-1 se
encuentra ubicado en la misma region del cromosoma 16, SOCS-1 es un candidato

para este locus de susceptibilidad.

En conclusion, el hallazgo de la fosforilacion constitutiva de las proteinas de
senalizacion asociadas a IFNAR en LES sugiere fuertemente que la sobreexpresion
de los genes inducidos por IFN-I en esta enfermedad podria explicarse, al menos
en parte, por un aumento en la sensibilidad del IFNAR. El papel de la disminucion
de SOCS1 en el aumento de la senalizacion por IFNAR en algunos pacientes con
LES permanece como una posibilidad que debe ser examinada mas a fondo. En
este estudio encontramos una disminucion de SOCS1 en pacientes con LES, y
proponemos esta disminucion como una de las causas de la senalizacion
aberrante por IFN-I. De comprobarse y establecerse como una caracteristica
reproducible y heterogénea de LES, sugeriria un nuevo rol de SOCS1 en la
supresion de autoinmunidad sistémica, especificamente como se muestra en este

trabajo, de LES.
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Fig. 22. Via de sefnializacion Jak/STAT en LES y controles sanos. En este estudio
encontramos que en condiciones normales, en ausencia de IFN-I exégeno, Jak1-STAT2 co-
precipitan con IFNRA2, lo cual aumenta ante la adicion de IFN-I. Tyk2-STAT1 y SOCS1 se
asocian a IFNAR1. Ante un estimulo exégeno, SOCS1 se asocia progresivamente a IFNAR2,
mientras que su asociacién con IFNAR1 sélo se modifica marginalmente. Esta asociacion de
SOCS1 es menor en LES que en controles sanos.

En CMN de LES, existe una fosforilacién constitutiva de Jakl y STAT2,que persiste a
tiempos prolongados, a diferencia de controles sanos, en los cuales la fosforilacién
solamente se observa ante el estimulo con IFN I y comienza a decaer después de la primera
hora de estimulo. Encontramos una disminucién en la expresién de SOCS1 en CMN de LES
comparado con controles sanos. La deficiencia de SOCSI1 en CMN de LES podria constribuir
al aumento de la fosforilacién de Jakl y STAT2, y por lo tanto, la hiperactivacion de la via
inducida por IFN I caracteristica de LES.
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Conclusion

La fosforilacion constitutiva de las proteinas de senalizacién asociadas a
IFNAR en pacientes con LES, con o sin niveles elevados de IFNa en suero,
indica que la sobreexpresion de los genes inducidos por IFN-I (sello de
IFN) en esta enfermedad podria explicarse por un aumento en la
sensibilidad del IFNAR.

Una de las causas de esta senalizacion aberrante en LES podria ser la
regulacion defectuosa de la via inducida por IFN-I, a través de SOCSI,
cuya expresion se encontré disminuida en pacientes con LES analizados

en este estudio.

Perspectivas

- Analizar la expresion de SOCS1 en una muestra de mayor tamano
de pacientes con LES para confirmar su significancia estadistica dentro
del universo de pacientes con esta enfermedad, asi como su relaciéon con
la actividad de la enfermedad. Dependiendo de los resultados, evaluar si
podria establecerse como una caracteristica determinante o un marcador
en el diagnostico de LES.

- Confirmar la relacion entre la disminucion de SOCS1 y el aumento
en la fosforilacion de Jakl y STAT2 (sobre todo Jak1), en una muestra de
mayor tamano de pacientes con LES.

- Confirmar los datos preliminares que sugieren que la expresion de
SOCS1 podria ser regulada por miR-155, analizando la expresion de dicho
miRNA en una muestra de mayor tamano de pacientes con LES.

- Evaluar la expresion y funcionalidad de otros mecanismos
reguladores de la via de senalizacion por IFNJ (PIAS, SHP-1) para

determinar su participacion en el sello de IFN en los pacientes con LES.

- Identificar y caracterizar al factor presente en el plasma de pacientes
con LES que confiere la actividad similar a IFN I, y que es capaz de inducir

la expresion de diversos genes reguados por esta citocina.
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Apéndice I

INDICE DE ACTIVIDAD DEL LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO.SLEDAI

(Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index, Bombardier et al, 1992)

Puntuacion SLEDAI Descriptor Definicién
8 Convulsiones De comienzo reciente. Excluir causas infecciosas, metabdlicas y farmacos.
Habilidad alterada para la funcion diaria debido a alteracion grave en la percepcion
de la realidad. Incluye alucinaciones, incoherencia, asociaciones ilégicas, contenido
8 Psicosis mental escaso, pensamiento ilégico, raro, desorganizado y comportamiento
catatonico. Excluir I. renal y farmacos
Funcién mental alterada con falta de orientacién, memoria, u otras funciones
intelectuales, de comienzo rapido y manifestaciones clinicas fluctuantes. Incluye
disminucién del nivel de conciencia con capacidad reducida para focalizar, e
Sdme orgénico- inhabilidad para mantener la atencién en el medio, mas, al menos dos de los
8 cerebral siguientes: alteracion de la percepcion, lenguaje incoherente, insomnio o mareo
matutino, o actividad psicomotora aumentada o disminuida. Excluir causas
infecciosas, metabdlicas y farmacos..
. Retinopatia ldpica. Incluye cuerpos citoides, hemorragias retinianas, exudados
Alteraciones . A DR . : o
8 visuales serosos y hemorragias en la coroides, o neuritis dptica. Excluir HTA, infeccién o
farmacos.
Alt. Pares . . "
8 De reciente comienzo, motor o sensitivo.
craneales
- Grave, persistente; puede ser migrafiosa pero no responde a analgésicos
8 Cefalea lupica . P p 9 P P 9
narcoticos.
8 AVC De reciente comienzo. Excluir arteriosclerosis.
Ulceracién, gangrena, nédulos dolorosos sensibles, infartos periungueales,
8 Vasculitis hemorragias en astilla o biopsia o angiografia que confirme la vasculitis.
4 Miositis Debilidad proximal/dolor asociado a elevacién de las CPK/aldolasa o
EMG sugestivo o miositis comprobada por biopsia.
4 Artritis Més de dos articulaciones dolorosas y con signos inflamatorios.
4 Cilindros urinarios Cilindros hemaéticos o granulosos.
4 Hematuria >5 hematies/c. Excluir litiasis, infeccion u otras causas.
N > 5 g/24 h. De reciente comienzo o0 aumento de la proteinuria ya conocida en
4 Proteinuria .
mas de 0.5 g/24 h.
4 Piuria > 5 leucocitos/c. Excluir infeccién.
2 Exantema nuevo Comienzo reciente o recurrente. Exantema inflamatorio.
2 Alopecia De comienzo reciente o recurrente. Pérdida difusa o en placas.
2 Ulceras bucales De comienzo reciente o recurrente. Ulceras bucales o nasales.
2 Pleuritis Dolor pleuritico con roce o derrame, 0 engrosamiento pleural.
2 Pericarditis Dolor pericardico con al menos uno de los siguientes: roce, derrame, cambios
electrocardiograficos o confirmacion ecocardiogréfica.
2 Complemento Descenso de CH50, C3, C4 por debajo del limite inferior del laboratorio.
2 Anti DNA > 25%. Técnica de Farr o por encima del valor habitual del laboratorio.
1 Fiebre > 38°C. Excluir infeccion.
1 Trombopenia < 100.000 plaquetas/mm3.
1 Leucopenia < 3.000 células/mm3. Excluir farmacos.
PUNTUACION Nota: puntta en la escala SLEDAI si el descriptor esta presente en el dia de la visita o 10 dias antes.
TOTAL
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