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Marco Teorico

El sistema inmune involucra tanto la respuesta innata como la adaptativa
y su homeostasis depende de la compleja interaccion entre ambas. Las células
dendriticas constituyen un elemento clave para dicha interaccion. Las células
dendriticas (CDs) son conocidas como las células presentadoras de antigeno
profesionales, y dentro de sus principales funciones, se encuentran el
reconocimiento de una gran diversidad de antigenos y el procesamiento de los
mismos[1]. La evidencia actual sugiere que esta poblacién celular es capaz de
discernir si un antigeno debe ser reconocido como propio o extrafio[2], para lo
cual expresan una gran variedad de moléculas de superficie, tales como
receptores de moléculas de patrén y moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) mediante las cuales pueden detectar multiples
patdgenos de origen infeccioso o sefiales provenientes de células propias que
han sufrido algun tipo de dafo[3].

Las células dendriticas migran principalmente hacia las mucosas, en
donde tras la interaccion con receptores de reconocimiento de patrédn,
presentan un proceso de maduracion y activacidon que se asocia a la migracion
hacia los ganglios linfaticos regionales[4, 5]. En estas regiones interactuan con
linfocitos T que reconocen los péptidos antigénicos procesados y presentados
a través de moléculas MHC en la superficie de las células dendriticas,
formando la denominada sinapsis inmunologica[6] y favoreciendo la sintesis y
liberacion de diversas citocinas por parte de las CDs, tales como IL-6, IL-10, IL-

12, IL-23 e IFN tipo .



Lo anterior se relaciona a la induccion de una respuesta inmune
proliferativa, por lo que esta subpoblacién de células dendriticas, se conoce
como células dendriticas inmunogénicas.

Dentro de las multiples citocinas producidas por las CDs, los IFN tipo |
se han considerado como de gran relevancia tanto para el efecto inmunogénico
de esta subpoblacidon celular, como para la modulacién de las respuestas
tolerogénicas.

Las células dendriticas plasmocitoides son consideradas como la
principal fuente de produccion de IFN tipo | [7]. Los IFN tipo | (a y B) tienen
efectos pleiotrépicos y son capaces de modular tanto cuantitativa como
cualitativamente, caracteristicas basicas de la respuesta inmune tanto innata
como adaptativa[8, 9]. La gran diversidad de procesos que regulan los INF tipo
| dependen de factores, tales como los receptores a través de los cuales
sefalizan, asi como la regulacién de una gran variedad de genes, relacionados
con multiples procesos, tales como diferenciacién de linajes, y regulacion de la
respuesta inmune innata y adaptativa (celular y humoral)[10].

Los IFN tipo | pertenecen a la familia de citocinas clase Il (a-hélice). El
IFN-a es codificado por 20 diferentes genes, de los cuales se obtienen 13
péptidos funcionales, mientras que el IFN-3 solo es codificado por un gen, tanto
en humanos como en ratones. Su expresion y funcionalidad, en términos de la
regulacion de la expresién de diversos genes, depende de la molécula que
estimula su produccién, asi como de la célula que lo produce[11].

El receptor heterodimérico de IFN tipo | esta constituido por dos
subunidades (AR1 y AR2), es ampliamente expresado por diversas células del

sistema inmune y es un receptor de alta afinidad (constante de disociacion 10
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®a 10™""). La unién del ligando con su receptor se asocia a la fosforilacién de
cinasas de tirosina de la familia JNK (Tyk2 y Jak1) y a la sefalizacion mediada
por STAT1 y 2. Posteriormente el heterodimero de STAT1 y STAT2 fosforilados
es traslocado al nucleo en donde se une a diversas secuencias génicas para
inducir la transcripcion de multiples genes[12]. Cabe destacar que la expresion
constitutiva de bajas concentraciones de IFN tipo | es relevante tanto para la
expresion inducible de éstos, como para la de IFN-y, lo cual tiene impacto
dentro de la respuesta inmune a diversos microorganismos, como virus, asi
como dentro de la modulacion de la respuesta a auto-antigenos[13].

Los efectos de IFN tipo | sobre la respuesta inmune innata y adaptativa
depende de diversos factores, dentro de los cuales se destaca la interaccién
con IFN-y, asi como IL-4, IL-6, IL-10 e IL-12, entre otras[7]. El IFN-a induce la
diferenciacion de monocitos hacia CDs, asi como la maduracion de éstas,
incluyendo la diferenciacion y maduracién de CDs capaces de presentar auto-
antigenos (inmunogénicas), las cuales pueden inducir la diferenciacion de
diversas subpoblaciones de células T efectoras. Asimismo, se asocia a un
incremento en la produccion de BAFF, lo cual favorece las respuestas
humorales, con la subsecuente produccién de auto-anticuerpos.

El incremento en los niveles séricos de IFN tipo | se ha descrito en
multiples patologias autoinmunes, tanto en humanos como en modelos
murinos[14, 15]. Actualmente el estudio gendmico y protedmico ha permitido
establecer como la firma molecular de LEG a la sobreexpresion de niveles
séricos de IFN tipo |, con un patron de expresion génica diferencial,
encaminado al incremento en la produccion de dicha citocina (firma del IFN)

[16-18]. Dentro de este patron de expresion génica, se encuentran los factores
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reguladores de interferon (IRFs), los cuales son factores de trascripcion
inducidos a través de diferentes receptores (IFNRs y TLRs).

Debido a la gran relevancia de los IFN tipo | en la regulacion de la
respuesta inmune tanto proliferativa como dentro de los mecanismos de
tolerancia periférica, principalmente aquellos relacionados con la funcion de las
células dendriticas tolerogénicas, su modulacion involucra una compleja red de
factores, dentro de los cuales se destacan los factores reguladores del IFN
(IRFs).

Actualmente se han descrito 9 miembros de la familia de factores de
transcripcion IRF (IRF 1-9), los cuales contienen un dominio de union a DNA
rico en triptéfano, el cual reconoce a la secuencia correspondiente al elemento
de respuesta estimulado por interferon (ISRE)[19]. Su expresion es
predominante en células de la respuesta inmune tanto innata como adaptativa.
Los IRFs pueden actuar como activadores (ej IRF-1) o represores (ej IRF-
2)[20], e interactuan con otros factores, tales como STAT y NF-kB. Dentro de
los multiples genes que regulan se encuentran IFN-a y 3, IL-12p40, IL-15, p21,
INOS y multiples caspasas, entre otros[21].

En términos del desarrollo de patologias autoinmunes, especificamente,
LEG, el incremento en la activacion de la via de INF-a se ha propuesto como
uno de los mecanismos fisiopatogénicos, asi como un potencial biomarcador.
Por lo anterior, se ha sugerido que los elementos involucrados en la regulacion
de esta via pueden formar parte del esquema fisiopatogénico de diversas
enfermedades autoinmunes, como LEG. Dentro de éstos, los IRFs juegan un
papel de gran relevancia, tanto por sus funciones biolégicas como por los

diversos estudios de asociacion genética que los han catalogado como genes
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de susceptibilidad para LEG[22, 23].

El LEG constituye una patologia autoinmune, cuyo contexto genético es
muy complejo y hasta el momento se han reportado una gran diversidad de
genes de susceptibilidad, cuya contribucidn varia dependiendo del grupo
étnico[24-26] y en algunos casos del grupo etareo[27]. Asimismo, se ha
descrito la relevancia de la interaccion entre algunos de ellos, como
determinantes de susceptibilidad tanto para la enfermedad, como algunos
asociados a la predominancia de algunas manifestaciones clinicas [17]. Dentro
de los multiples loci de susceptibilidad descritos, se destacan los siguientes:
IRF-5, MHC, TNFSF4, BANK1, CTLA-4, STAT-4 y PTPN22[24, 28, 29].

Diversos estudios de asociacion genética han relacionado a multiples
polimorfismos de IRF-5 con la susceptibilidad para LEG en diversos grupos
etnicos[30, 31], incluyendo poblacidn mestiza mexicana[32] o de origen
amerindio[33]. Asi mismo, se han reportado multiples variantes funcionales, las
cuales se han asociado tanto con la susceptibilidad a LEG[34-36], como con
algunas manifestaciones clinicas como nefritis[37] o niveles elevados de anti-
DNAdCc[38].

El cDNA de IRF-5 proveniente de CDs o células B codifica para una
proteina de 488 aminoacidos[39], la cual tiene una expresion diferencial
dependiente del estimulo (ej virus) y la forma fosforilada es capaz de inducir la
produccion de IFN tipo | en conjunto con IRF-3, aun en ausencia de IRF-7[40,
41].

Dentro de las diversas variantes génicas que se han reportado, las de
mayor relevancia, en términos de funcionalidad evaluada mediante su

asociacion con niveles incrementados de INF-a en suero de pacientes con
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LEG, se encuentran las siguientes: rs2004640, rs3807306 y rs10488631[42-
44]. Los estudios previamente citados evaluan la asociacion de dichas
variantes geénicas (SNPs) con niveles incrementados de IRF-5, tanto a nivel de
RNAmM como de proteina, asi como con incremento en los niveles séricos de
IFN-a. Sin embargo, dicha expresion se ha evaluado en CMN vy los niveles de
INF en suero, lo cual puede no reflejar la fuente principal de la sobreexpresion
de IFN tipo I, es decir las CDs y la produccién de dicho IFN y otras citocinas por
esta subpoblacion celular, cuyo fenotipo y funcionalidad se ha mostrado
alterado, tanto en modelos murinos como en humanos con LEG por multiples
autores[45-47].

Desde el punto de vista funcional, Yasuda K y cols [48] demostraron que
la induccion de produccién de interferon tipo | (a y B) e IL-6 por DCs por
complejos inmunes que contienen RNA y ligandos de TLR7 y TLR9 es
dependiente de IRF-5 en CDs de ratones que fueron estimulados con suero o
IgG purificada de pacientes con LEG. Asimismo, se ha demostrado que los
ligandos de TLR-4 (LPS) inducen la produccién de IFN-a por CDs de raton y
por monocitos humanos, posterior a la estimulacion con IFN-B, lo cual es
dependiente de la expresion de IRF-5 y de la senalizacion a través de TRIF y
MyD88[49].

Lo anterior sugiere que la expresidon de IRF-5 puede funcionar como un
mecanismo de retroalimentacion positiva para amplificar la senalizacion a
través de IFN tipo I, lo cual podria potenciar dicha via en un contexto
inadecuado, es decir en presencia de auto-antigenos, especificamente aquellos

que contengan RNA y que funcionen como ligandos para TLRs.



Recientemente, se ha reportado que la inhibicion de la expresion
endogena de miRNA-146a incremento la produccién de IFN tipo | por CMN de
pacientes con LEG mediante la modulacion de IRF-5 y STAT-1[50], lo cual
sugiere que la regulacion de IRF-5 puede presentarse a diversos niveles y que
implica una gran variedad de elementos, pues su modulacion es de gran
impacto dentro de la activacion de la via de IFN tipo I.

En resumen, actualmente existe evidencia de que la sobre-expresion de
IFN tipo | es considerada la firma molecular de LEG y que el factor de
transcripcion IRF-5,juega un papel relevante dentro de la fisiopatogenia de
patologias autoinmunes, tales como LEG. La principal asociacién proviene de
estudios genéticos en los cuales, diversas variantes génicas de IRF-5 se han
asociado a un incremento en los niveles seéricos de IFN tipo | y han
correlacionado con algunas manifestaciones clinicas o serologicas de LEG.
Las CDs son consideradas como la principal fuente de IFN tipo I, sin embargo
en humanos la produccion de IFN tipo | se ha evaluado basicamente en CMN,
lo cual pudiera no ser representativo desde el punto de vista fisiopatogénico.
Sin embargo, desde el punto de vista funcional se desconoce si existen
alteraciones en la expresion de IRF-5 en CDs de pacientes con LEG y su
impacto en la produccion de IFN tipo | por esta poblacién celular, lo cual a su

vez podria asociarse a un incremento en CDs inmunogénicas vs tolerogénicas.



Planteamiento del Problema

El LEG es considerado como el prototipo de las enfermedades
autoinmunes. Se han descrito multiples alteraciones en los mecanismos de
tolerancia periférica, que caracterizan dicha patologia. La alteracion en la
expresion de genes de la firma molecular de LEG, tales como IRF-5 puede
tener un papel en la ruptura de la tolerancia periférica, con un incremento en la
produccion de CDs inmunogénicas, lo cual podria asociarse a la persistencia
de patologia autoinmune como LEG. Actualmente se desconoce si existen

alteraciones en la expresion y funcionalidad de IRF-5 en pacientes con LEG.

Justificacion

El lupus eritematoso generalizado es considerado el prototipo de las
enfermedades autoinmunes, por lo que su estudio es de gran relevancia para el
conocimiento de la fisiopatogenia de este grupo de enfermedades, cuyo
impacto en morbilidad y mortalidad es ampliamente reconocido.

Por su parte, también es importante resaltar que recientemente se ha
demostrado que la incidencia en poblacion catalogada como “hispana” es
mayor a la reportada para otros grupos étnicos, llegando a ser de
aproximadamente 94 casos por 100 000 individuos [51], mientras que en
Estados Unidos se han reportado entre 14.6 y 50.8 casos por 100 000
individuos [52].

Desde el punto de vista fisiopatogénico, las alteraciones en la expresion
y funcionalidad de IRF-5 pueden relacionarse con un incremento en la
produccion de IFN tipo | y funcionar como un mecanismo de retroalimentacion

positiva, que permita que se sobre-exprese IFN tipo |, en condiciones en las
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que exista un microambiente que lo favorezca (mayor expresion de ligandos de
TLR-4, 7 y 9. La evaluacién de la expresion y funcionalidad de IRF-5 por CDs,
las cuales constituyen la principal fuente de produccion de IFN tipo | es de

gran relevancia para ampliar el modelo fisiopatogénico de la enfermedad.

Pregunta de Investigacion
¢ Cuales son las alteraciones en la expresion y funcionalidad de IRF-5 en

células dendriticas de pacientes con LEG?

Hipotesis
La expresion del transcrito de IRF-5 es mayor en CDs provenientes de
pacientes con LEG en comparacion con controles sanos, lo cual se asocia a

un incremento en la produccién de IFN tipo |, IL-6 e IL-10 por dichas CDs.

Objetivos
General
Evaluar la expresion y funcionalidad de IRF-5 en células dendriticas de

pacientes con LEG.

Especificos

1. Evaluar la expresion del transcrito del gen de IRF-5 en células
dendriticas de pacientes con LEG por PCR en tiempo real.
2. Evaluar la expresion de IRF-5 a nivel de proteina en células dendriticas

de pacientes con LEG, tanto por citometria de flujo como por Western
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Blot.

3. Evaluar la funcionalidad de IRF-5, en términos de la produccion de IFN-

a, IL-6, e IL-10 en CDs de pacientes con LEG ante diferentes estimulos

(ligandos de TLR-4, TLR-7, TLR-9 y suero de pacientes con LEG).

Material y Métodos

Pacientes y Controles. Se estudiaron 37 pacientes entre 18 y 45 arfos

de edad, con diagnéstico de LEG acorde a los criterios de clasificacion del

Colegio Americano de Reumatologia [53] provenientes del servicio de consulta

externa de reumatologia del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion

Salvador Zubiran. Se obtuvo informacién clinica relevante a partir de su

expediente y se registro la actividad de su enfermedad el dia de la toma de la

muestra de acuerdo al indice SLEDAI [54].

Criterios de Inclusion

Pacientes:

Pacientes de 18 a 45 anos de edad con diagnéstico de LEG
segun los criterios del Colegio Americano de Reumatologia, que
se encuentren en remision (SLEDAI=0) 6 activos (SLEDAI >6).
Sin antecedente de tratamiento con corticoesteroides e
inmunosupresores en los 12 meses previos a la toma de muestra
para pacientes en remision y 1 mes previo para pacientes activos.
Aceptacion voluntaria de ingreso al estudio (consentimiento
informado).

Controles:

12



* Individuos sanos de 18 a 45 afios de edad.
* Sin antecedentes heredo familiares de LEG.
Criterios de Exclusion

* Diagnostico o sospecha de proceso infeccioso al momento de la
toma de muestra.

» Diagnostico de neoplasia al momento de la toma de muestra o en
los 5 afnos previos.

* Diagndstico de embarazo o puerperio.

La participacion de los pacientes y controles fue voluntaria; cada individuo
firmo una hoja de consentimiento informado (Anexo 1).

Calculo del tamario de la muestra

Actualmente no contamos con datos sobre la expresidon del transcrito de
IRF-5 en CDs, por lo que se realizé un estudio exploratorio en 74 sujetos (37
pacientes y 37 controles).

Obtencion de células. Los experimentos se realizaron con monocitos
obtenidos de sangre periférica. A cada sujeto se le extrajeron 60 mL de sangre
venosa periférica, la cual se anticoagul6 con heparina.

Se separaron las células mononucleares, por centrifugacion a través de
gradientes de densidad (Ficoll-Hypaque). Posteriormente se purificaron los
monocitos por seleccion positiva utilizando un anticuerpo anti-CD14 precubierto
con microesferas magnéticas.

Maduracion de CDs. A partir de los monocitos purificados, se
diferenciaron in vitro hacia CDs, mediante el empleo de GM-CSF (50 ng/ml), IL-
4 (15 ng/ml) y LPS (200 ng/ml), éste ultimo con el fin de inducir la maduracion

de las células dendriticas. 13



Fenotipicacion de CDs. Mediante citometria de flujo se corroboré la
maduracién de CDs, empleando marcadores de superficie, tales como CDA40,
CD80, HLA-DR, CD86, CD11c. Se utilizaron los siguientes anticuerpos: anti-
HLA-DR acoplado a PerCP, anti-CD80 y anti-CD86 acoplados a PE-Cy5, anti-
CD40 acoplado a FITC, anti-CD11c acoplado a PE (se utilizaron anticuerpos de
las siguientes marcas comerciales: BD Biosciences, San Jose, CA). Para el
marcaje intracelular de IRF5, se utilizé un anticuerpo anti-IRF5 (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz CA) purificado. Como anticuerpo secundario se
utilizé un anti-lgG de raton generado en conejo marcado con PE (BD
Biosciences).

Las células dendriticas maduras se incubaron con los anticuerpos de
superficie durante 20 minutos a 37°C, posteriormente se lavaron vy
permeabilizaron con el kit Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences). Una vez
permeabilizadas se incubaron con el anticuerpo anti-IRF5 purificado, durante
20 minutos a 4°C, posteriormente se incubaron con el anticuerpo secundario
acoplado a PE. La adquisicion de datos se realizd mediante el uso del
citometro de flujo FACSCalibur (Becton Dickinson), con el software CellQuest.

Expresion del transcrito de IRF-5. Se obtuvo RNA total de las células
dendriticas maduras como se ha reportado previamente mediante el empleo de
RNeasy Kit (QIAGEN) y posteriormente se sintetizdé DNAc por RT-PCR
mediante el empleo de polimerasa AMVRT como se reportd previamente[58].
Se amplificé el transcrito de IRF5 por medio de PCR en tiempo real usando
primers especificos para IRF-5: Forward: CTGCTCCCACAGACTCCCAG;
Reverse: TCCTCTCCTGCACCAAAAGAG [59].

Expresion de la proteina IRF-5 por Western Blot. Las células
14



dendriticas se lisaron con 10 ul de buffer ELB (Hepes 50 mM pH 7.4, NaCl 250
mM, EDTA 5 mM, NP-40 0.1%, NaF 10 mM, BGP 50 mM, NazVOs 1 mM) e
inhibidores de proteasas. Las proteinas se separaron mediante un SDS-PAGE
al 10% y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. La membrana se
incubd por 12 horas en presencia del anticuerpo IRF5 purificado,
posteriormente se incubo en presencia de un anticuerpo secundario conjugado
a HRP. La membrana se revelo utilizando el reactivo ECL-PLUS.

Funcionalidad de IRF-5: Se evaluara mediante la medicion de IFN tipo
[, IL-6 e IL-10 en los sobrenadantes de los cultivos de CDs maduras mediante
ELISA. Asimismo, se evaluara la produccién de IFN tipo | en suero de
pacientes con LEG.

Se evaluara la respuesta en términos de produccion de IFN tipo | de las
CDs maduras tanto de pacientes como controles, posterior a la estimulacién
con ligandos de TLR-4, 7 y 9, asi como del suero de pacientes con LEG.

Analisis Estadistico. Los resultados se expresan en términos de
mediana e intervalo intercuartilar. Se realizé la comparacion entre grupos por
variable desenlace mediante U de Mann Whitney. Se consideré como
significancia estadistica una p<0.05. El analisis se realizd con apoyo del

programa estadistico SPSS para Windows version 16.0.
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Consideraciones Eticas

La participacion de los pacientes y controles sera voluntaria; cada
individuo firmara una hoja de consentimiento informado (Anexo 1).

Los investigadores se apegaran a los preceptos de la Declaracién de
Helsinki. Asi mismo, seguiremos los lineamientos éticos en materia de
investigacion que sefala la Norma Oficial Mexicana (NOM 166-SSA1-1997).

El proyecto ya fue autorizado por el Comité de ética institucional, con el

numero de referencia REF.98.

Financiamiento

El proyecto cuenta con financiamiento FONCICYT. IRE-98-09/11-1.

16



Resultados

Se reclutaron 35 pacientes con LEG y 35 controles sanos.

Cultivo de monocitos en presencia de GM-CSF e IL-4 para inducir la diferenciacién
hacia células dendriticas.

Se realizaron marcajes de moléculas de superficie sobre las células dendriticas
maduras y posteriormente se evaluaron por citometria de flujo.
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En cuanto a la expresion de moléculas de superficie no hubo diferencias al

comparar pacientes vs controles, se evaluo tanto porcentaje de células

positivas como intensidad media de fluorescencia. (n=11)
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Se realizé marcaje intracelular para IRF-5, no se encontraron diferencias entre
pacientes vs controles, tanto en porcentaje de células positivas como

intensidad media de fluorescencia. (n=11)
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Al comparar la expresion de IRF-5 en pacientes activos vs en remisién tampoco

se encontraron diferencias.
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Se analizé la expresidon de IRF-5 a nivel de proteina por medio de Western blot,

sin encontrarse diferencias entre pacientes vs controles. (n=11)
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Tampoco se encontraron diferencias al comparar pacientes activos vs remision.

WB IRF-5
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Asi mismo se analizé la expresion del transcrito de IRF-5 por medio de PCR en

tiempo real, no se observaron diferencias entre pacientes y controles. (n=8)
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Se analizo, por medio de Western Blot, la expresion de IRF-5 en células
dendriticas maduras ante diferentes estimulos: LPS, suero autdlogo, suero de
pacientes con LEG activo y suero de controles sanos, no se encontraron

diferencias significativas. (n=5)
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Discusion

El lupus eritematoso generalizado se ha asociado con la “firma de interferon”, la
cual se refiere a una regulaciéon a la alta de genes responsables de la
produccion de Interferon (16,67,68). La produccion de interferon alfa en
pacientes con LEG se desencadena por complejos inmunes de anticuerpos y
DNA o RNA de células danadas; el interferon producido por las células
dendriticas plasmacitoides actua sobre las células dendriticas mieloides,
desencadenando autoinmunidad mediada por células T y promoviendo la
diferenciacién de células B en células plasmaticas que producen anticuerpos
autoreactivos.

Desde 2005 han surgido multiples reportes que demuestran una asociacion
entre polimorfismos de IRF5 y un incremento o disminucion del riesgo de
desarrollar LEG en humanos (32,35,60-63), sin embargo poco se sabe acerca
del papel que juega el IRF5 en el desarrollo de enfermedades autoinmunes. En
pacientes con LEG algunos polimorfismos se han asociado con niveles séricos
elevados de IFNa (32,43), asi mismo se ha observado que complejos inmunes
presentes en el suero de pacientes con LEG inducen la produccién de IL-6 e
IFN tipo | por células dendriticas de ratones, y éste efecto se elimina en células
dendriticas que carecen de IRF5 (48). Complejos inmunes que contienen DNA
activan a las células dendriticas mediante TLR9 e inducen la produccion de
TNF-a, IL-12 e IFN-a (64,65), y complejos inmunes que contienen RNA activan
a las células dendriticas mediante TLR7, resultando la produccién de IL-6 e
IFN-a (48,66). Con estos datos se ha sugerido que IRF5 promueve el
desarrollo del LEG por medio de la induccion de dichas citocinas inflamatorias,

probablemente en respuesta a los compllejos inmunes compuestos por,,



autoanticuerpos y acidos nucleicos.

Recientemente se demostr6 que la expresion de IRFS5 en células
mononucleares de pacientes con LEG se encuentra significativamente sobre-
regulada en comparacién con controles sanos, asi mismo, se ha visto que el
splicing alternativo se encuentra incrementado en pacientes con LEG, lo cual
sugiere que pueden identificarse isoformas especificas de IRF5 en pacientes
con LEG (42); sin embargo, éstos estudios se han hecho en células
mononucleares totales de sangre periférica de pacientes con LEG, hasta la
fecha no se ha analizado la expresion de IRF5 ni la produccion de citocinas por
células dendriticas en humanos, motivo por el cual, decidimos evaluar la
expresion total de IRF5 exclusivamente en células dendriticas mieloides de
pacientes con LEG. En contra de lo que se ha reportado previamente no
encontramos diferencias en dicha expresién cuando lo comparamos con
controles sanos, lo cual sugiere que la sobreexpresion de IRF5 no se encuentra
en las células dendriticas mieloides, abriendo nuevas propuestas de
investigacion para analizar la expresion de IRF5 especificamente en células
dendriticas plasmacitoides, ya que son, por excelencia, células productoras de
IFN tipo I.

Por otra parte, aun queda por realizar la medicion de citocinas proinflamatorias
(IL-6, IL-12, TNFa e IFNa), ya que aunque no se han encontrado diferencias en
cuanto a la expresion del transcrito de IRF5, es probable que la funcionalidad
de dicho factor regulador se encuentre regulada a la alta especificamente en
células dendriticas mieloides de pacientes con LEG, con la consecuente

sobreproduccion de dichas citocinas.
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Conclusiones

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la
expresion de moléculas de superficie en céulas dendriticas maduras de
pacientes con LEG cuando se compararon con células dendriticas maduras de
controles sanos; esto sugiere que no existen diferencias fenotipicas en cuanto
al proceso de maduracion de células dendriticas in vitro.

Tampoco se encontraron diferencias en cuanto a la expresién de IRF-5 en
células dendriticas maduras de pacientes con LEG vs controles sanos, sin
embargo aun queda por ser evaluada la funcionalidad de dicho factor de
transcripcion, mediante la medicion de citocinas en los sobrenadantes de
células dendriticas maduras ante los diferentes estimulos.

Al analizar la expresion de IRF-5 en pacientes con actividad de LEG vs

pacientes en remision, tampoco se encontraron diferencias significativas.
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Anexo 1.

Carta de Consentimiento Informado

Andlisis de la Expresion y Funcionalidad de IRF-5 en Células Dendriticas de
Pacientes con Lupus Eritematoso Generalizado.

Dra. Karina Santana de Anda; Dra. Diana Gémez-Martin; Dra. Adriana Monsivias, Dr.
Jorge Alcocer Varela. Departamento de Inmunologia y Reumatologia. Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran

Se me ha explicado, ampliamente y por escrito sobre la naturaleza y objetivos
de este estudio. Se han atendido en el momento pertinente las dudas que tenia y han
sido resueltas. Conozco los beneficios y responsabilidades derivadas de participar en
este estudio.

Otorgo mi consentimiento para proporcionar ~ muestra (s) de sangre. De
ella (s) se obtendran monocitos y posteriormente células dendriticas, con el fin de
estudiar la expresion (RNA y proteina) y funcién de la molécular IRF-5 (Factor
Regulador de Interferén 5). Asimismo, se mediran niveles séricos de IFN tipo I. Las
muestras solo se emplearan para el propdésito mencionado.

Acepto participar de manera voluntaria, seguro (a) de que se garantiza la
confidencialidad de la informaciéon. Estoy enterado (a) de que podré retirarme del
estudio en el momento en el que yo desee, sin perder ninguno de mis derechos de
paciente del INCMNSZ o ser penalizado al hacerlo.

Fecha:

Nombre y firma del paciente:

Nombre y firma de un testigo:

Nombre y firma de un testigo:

Nombre y firma del investigador:
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