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Marco Tedrico

1) Interleucina-7 y Receptor de Interleucina-7

La Interleucina-7 (IL-7) es una citocina con caracteristicas hematopoyéticas, que se agrupan dentro
de la subfamilia de citocinas conocidas como “gama comun” (yc). Este grupo de citocinas, como su
nombre lo indica, comparten la cadena y en su receptor membranal (CD132), el cual es comun para
otras citocinas como IL-2, IL-4, IL-15 e IL-21. En el caso especifico del Receptor de IL-7 (IL-7r), a
nivel de membrana celular, ademas de compartir la cadena y, la especificidad a este nivel, esta
proporcionada por la cadena alfa (IL-7Ra o CD127), la cual tiene un peso molecular de 76Kd, y el
heterodimero de aproximadamente 90Kd 2.

La IL-7 tiene diferentes fuentes de produccion, siendo principalmente las células estromales las que
en mayor porcentaje participan en la generacién de esta citocina®, pero también se ha descrito su
produccion en diversos tejidos como son intestino, higado, piel, ovarios, cerebro e incluso en prostata®.
Esta citocina tiene como principal accion la diferenciacion especifica de linfocitos inmaduros, asi
como el desarrollo y mantenimiento de 6rganos linfoides secundarios. Particularmente, al actuar como
un factor de crecimiento, siendo considerada la citocina clave a nivel de circulacién periférica’, para
la sobrevida celular, de diversas subpoblaciones de linfocitos T, siendo sin duda, las mas dependientes
los linfocitos T virgenes y de memoria®. Especificamente, los linfocitos T CD4 de memoria, los
cuales expresan elevadas cantidades de IL-7r”> %, Por el otro lado, es importante mencionar, que las
células T reguladoras, muestran caracteristicamente un fenotipo CD4+CD25+Foxp3+CD127%%°, 1o
cual deja de manifiesto, que la IL-7, parece tener un papel contrario en la regulacion de estas células,
las cuales son importantes para regular la tolerancia periférica y evitar el desarrollo de patologia

autoinmune’.

Los mecanismos mediante los cuales actiia la IL-7 al unirse con su receptor, son principalmente
asociados a la activacion de cinasas de tirosina tipo Janus (JAK cinasas), las cuales se encuentran
acopladas al heterodimero del IL-7R en su porcidn intracitoplasmatica. Cuando estas cinasas se
activan por el ligando (IL-7), se fosforilan y esto a su vez, genera la fosforilacion de STATS,
promoviendo a nivel nuclear, la sintesis de proteinas con caracteristicas anti-apoptoticas
(principalmente Mcl-2, Bcl-2) y disminuyendo las de caracter proapoptético (SOCS3, PD-1), lo cual,
promueve la sobrevida celular'®!?. Es importante mencionar, que la interaccion IL-7 con su receptor,
también acta a nivel de la via de PI3k/Akt'?, las cuales parecen estar encargadas principalmente de
la via de desarrollo (a nivel de p27-kip1'®) y metabolismo celular (aumentando la sintesis del
trasportador de glucosa Glut-1), pero siendo estas dos funciones menos vitales para la sobrevida
celular, por lo que la via Jak/STAT es considerada como la principal implicada en este proceso.

Se ha demostrado en diversos modelos murinos, que la deficiencia de IL-7 o de su receptor, se
encuentra asociada con la presencia de bajas cuentas de linfocitos'*. Asi mismo, se ha reportado que
los ratones con inactivacion de la cadena yc, y los humanos con mutaciones a este nivel, presentan
defectos graves en la maduracion de los linfocitos'> '®. En el estudio previamente citado, se observo



en modelos murinos que al encontrarse en un ambiente inicamente de linfopenia no existia desarrollo
de enfermedad autoinmune, pero una vez que se agregd al modelo IL-7, se provoc6 una profunda
expansion de clonas autoreactivas'®. Lo anterior, se ha visto replicado en otros estudios, con otras
citocinas que comparten el receptor, como IL-2!7

Los mecanismos de regulacion de la expresion del IL-7r, no se conocen por completo, pero, como es
logico, el principal estimulo para la expresion membranal son los niveles circulantes de IL-7; asi
mismo, al funcionar esta citocina como un factor de sobrevida celular, este receptor suele regularse
mediante el proceso de internalizacion, reciclaje y reuso (via endosomal), siendo diversas clatrinas y
efrinas, las proteinas claves para este procesamiento'® !°. Este reciclaje a nivel de membrana es
dependiente principalmente de la PI3K clase III, Vps34, la cual se encuentra implicada en el
mecanismo de autofagia®’, mediante la fosforilacion de fosfatidil-inositol, generando el reclutamiento
de proteinas de internalizacion (como son FYVE y GLUE)?'; de hecho, ratones mutados para Vps34
presentan numeros bajos de células T tanto a nivel periférico como en timo'* 22, Asi mismo se ha
observado que células virgenes deficientes en Vps34, evitan el adecuado reciclaje del IL-7r,
provocando asi que este grupo celular sea susceptible de recibir sefiales de sobrevida a través del
ligando IL-7%.

Se ha descrito a nivel de células T CD8+, una regulacion a la baja en la expresion de la cadena alfa
del IL-7r via metilacién del promotor del gen encargado de la sintesis de este receptor’*. La
ubicuitinaciéon es un mecanismo de modificacion postraduccional, mediante el cual una o varias
moléculas de ubicuitina se conjugan a un sustrato protéico y lo marcan para su degradacién por via
proteosoma. Por lo anterior, esta MPT podria jugar un papel en la regulacion del IL-7r, sin embargo,
es algo que no ha sido evaluado previamente.?

2) Linfopenia y Mecanismos Compensadores

La linfopenia se puede presentar por multiples causas, por ejemplo, una de las mas frecuentes,
infecciones virales, las cuales generan una disminucion significativa en el conteo celular de linfocitos
T y disparan un mecanismo contra regulador a este estado linfopénico, que tiene como fin, el
restablecimiento de las cifras linfocitarias normales?®.

Este mecanismo homeostatico es conocido como Proliferacion Inducida por Linfopenia (LIP por sus
siglas en inglés). En dicho mecanismo, cuando se presenta el estado de linfopenia, se producen niveles
elevados de citocinas que tienen como funcidn principal mantener la sobrevida celular (como ya se
menciond, principalmente IL-7 y en menor medida IL-15), provocando la expansion celular de
linfocitos T?’, mediante la induccién de la expresion de moléculas anti-apoptdticas'!. Esta LIP, en
ausencia de un contexto de clonas autoreactivas, no generara patologia autoinmune. El nexo entre la
linfopenia y la autoinmunidad, parece ser la presencia de estados linfopénicos cronicos o persistentes,
los cuales favorecen que en cada proceso de LIP, se seleccionen cada vez mas frecuentemente clonas
autoreactivas, que terminaran siendo un mecanismo adicional para el inicio de una patologia

autoinmune?® %°.



Aun con lo anteriormente mencionado con relacion a la LIP, se sabe hoy en dia, que la linfopenia per
se, no es suficiente para provocar patologia autoinmune, al parecer se requieren de otros fenomenos
adicionales para que exista enfermedad, que, desafortunadamente al momento no se conocen en la
mayoria de los casos. En este respecto, la teoria mas apoyada con relacion a linfopenia y el desarrollo
de patologia autoinmune, es la publicada por Krupica®®, la cual se basa en el “doble golpe” , y sugiere
que en presencia de linfopenia (“primer golpe™), los mecanismos que generalmente funcionan para
mantener la tolerancia inmunoldgica del huésped (ausencia de clonas autoreactivas), se encuentran
temporalmente disfuncionales. Lo anterior provoca una proliferacion de células T periféricas que,
junto con una sefial adicional (“segundo golpe”), generard una respuesta patoldgica autoinmune.
Como ejemplo, el TGF-f es una citocina basica para evitar la presencia de autoreactividad durante el
proceso de LIP; si en condiciones de linfopenia cronica (donde es mas probable que existan clonas
autoreactivas), estas células tienen perdida su capacidad para responder a TGF-f, esto actuaria como
el “segundo golpe” o sefial adicional para el inicio de una enfermedad autoinmune™ 3% 3!,
Desafortunadamente, pueden existir muchos “segundos golpes” que hoy en dia no se tienen
identificados.

3) Linfopenia y Fenomenos de Autoinmunidad

Como ya se mencion6 previamente, la linfopenia por si misma, es incapaz de producir enfermedad
autoinmune, pero es una caracteristica que se observa muy frecuentemente en este tipo de patologia,
tanto en enfermedades autoinmunes drgano-especificas, como sistémicas’.

Lo anterior es reconocido desde hace varias décadas, por los experimentos realizados por Penhale y
cols®?, en los cuales se observo que ratones que fueron sometidos en periodos neonatales a deplecion
de células T con radioablaciones subletales y reseccion de tejido timico, este estado cronico de
linfopenia se asocidé a alta prevalencia de tiroiditis autoinmune, asi como generacion de
autoanticuerpos®?. Estos hallazgos fueron corroborados en otras patologias autoinmunes 6rgano-
especificas e incluso en diversos modelos animales®. La diabetes tipo 1, es la patologia érgano-
especifica mas estudiada en modelos animales como prototipo de enfermedad autoinmune, ya que
existen diversas especies murinas que presentan afeccion practicamente idéntica a la de los humanos
con esta patologia®*. A principio de la década de los ochentas, experimentos con ratas BB, demostraron
como la linfopenia tenia una fuerte correlacion con la presencia de infiltrado linfocitico en tejido
pancredtico y por ende una relacion con el desarrollo de diabetes insulino-dependiente, dichos
experimentos fueron los que dieron la base para la biisqueda de genes susceptibles (relacionados o no
como el complejo mayor de histocompatibilidad) para el desarrollo de patologia autoinmune asociada
a linfopenia®, e incluso a demostrar que la linfopenia es una condicion sine qua non para el desarrollo
de diabetes e insulinitis y, frecuentemente de tiroiditis*®*’, condicion que no ha podido ser demostrada
en patologia en humanos, pero que sienta un precedente muy importante.

4) Linfopenia en lupus eritematoso generalizado

Con relacion a las enfermedades autoinmunes sistémicas, el lupus eritematoso generalizado es la
enfermedad prototipo de este grupo de padecimientos. La presencia de linfopenia es muy frecuente en



estos sujetos (pudiendo alcanzar prevalencia del 40%)%% 3

, pero contrario a lo que se tenia de
conocimiento hace varios afios, en donde la linfopenia se asociaba unicamente a actividad de la
enfermedad, en fechas mas recientes, se ha observado que los sujetos con LEG y linfopenia (asociado
o no a actividad de la enfermedad) tienen diversas asociaciones con manifestaciones clinicas, mas alla

de una asociacion epidemiologica®**.

Las principales asociaciones que se han encontrado entre LEG y linfopenia, incluyen a ésta como
factor de riesgo independiente para la progresion de placa carotidea*, actividad neuropsiquiatrica®,
vasculitis visceral®, nefritis*® y como nuestro grupo de trabajo lo ha demostrado, asociada con
infecciones graves (OR 5.2 IC 95% 2.39-11.3), parpura trombocitopénica tromboética (OR 19.8 1C
95% 1.19-32.8) y sindrome de encefalopatia posterior reversible (OR 5.76 IC 95% 1.36-24.4)*-4,

Existen varios mecanismos por los cuales los pacientes con LEG pueden presentar linfopenia. Uno de
los primeros mecanismos descritos a este respecto (y uno de los mas plausibles hasta hoy) fue descrito
hace mas de 40 afos, en donde dos grupos de investigacion detallaron por primera vez la presencia de
autoanticuerpos contra linfocitos en pacientes con LEG*’. Posteriormente, Winfield y cols lograron
demostrar por primera vez una relacion inversamente proporcional entre la presencia de anticuerpos
antilinfocitos y el grado de linfopenia en pacientes con LEG, sugiriendo asi, un rol citotdxico de dichos
anticuerpos®® %°. Afios mds tarde se describié que estos autoanticuerpos presentaban también
especificidades contra distintos tipos de poblaciones linfocitarias dependiendo el grado de activacion
de células T. También se ha observado, que la presencia de anticuerpos linfocitotdxicos puede
encontrarse en relacion directa con la actividad de la enfermedad, pero sin correlacionar directamente
con la presencia de linfopenia, lo cual ha generado el estudio de mecanismos moleculares alternos que
expliquen la linfopenia en pacientes con LEG, ademas de la presencia de autoanticuerpos

antilinfocitos®® !

. Dentro de los otros mecanismos asociados a linfopenia, el mediado por el
complemento tiene una importancia relevante asociado con la presencia de hemocitopenias y
fendmenos autoinmunitarios. Dos proteinas ancladas a membrana (CD 55 y CD 59)°2, las cuales tienen
la funcidon primordial en la regulacion del complemento, se observaron con disminuciéon en la
expresion medida mediante Intensidad Media de Flourescencia (IMF) por citometria de flujo, ya sea
en serie roja (anemia hemolitica autoinmune asociada o no a LEG), plaquetas (trombocitopenia
autoinmune y serie blanca (linfopenia en LEG). A este ultimo respecto, Garcia-Valladares y cols,
demostraron que los pacientes con LEG y linfopenia tenian una IMF significativamente menor de
CD55 y CD59 que aquellos sin linfopenia y controles sanos, sin encontrarse una relacion directa entre
un tipo especifico de autoanticuerpo y la linfopenia®®. En un estudio mas reciente y detallado, se
demostrd que no solo la IMF era menor, si no que la cantidad de linfocitos CD557/CD59 era mayor
en pacientes con LEG y linfopenia que en controles sanos*. Con lo anterior, es probable que este sea
uno de los puntos de inflexion entre la presencia autoanticuerpos especificos (v.g. linfocitotoxicos),
expresion a la baja de CD55/CD59 vy linfopenia, pero al momento dichas teorias no se encuentran
aclaradas.

Por ultimo, la apoptosis y sobre todo la alteracion en el aclaramiento de los residuos apoptdticos, es
bien conocido como uno de los mecanismos en la fisiopatogénesis del LEG. Amasaki y cols> fueron
los pioneros en proponer a la apoptosis como un mecanismo generador de linfopenia, demostrando



que los pacientes con LEG (sin importar tratamiento o puntaje de actividad) presentaban mayor
expresion de un antigeno de membrana mediador de apoptosis (Fas/CD95) tanto en células T virgenes
(CD45R0O-) como en células de memoria (CD45RO+) y dicha molécula presentaba una relacion
inversamente proporcional a la cantidad de linfocitos circulantes en sangre periférica.
Posteriormente, se demostro que en pacientes con LEG existia una eliminacion selectiva de células T
CD28+ (potente coestimulador para la activaciéon de linfocitos T) y estas células depletadas
presentaban alta expresion de CD95 (aunque no de Bcl-2), sugiriendo que la coestimulacion mediada
por CD28 influencia directamente la susceptibilidad a la muerte celular inducida por actividad y por
lo tanto a la presencia de linfopenia en este grupo de pacientes. Adicional a la apoptosis “clasica”
mediada por receptores membranales (Fas/FasL), otro tipo de muerte celular asociada a
permeabilidad mitocondrial llamada muerte celular pasiva (“neglect-apoptosis”) ha sido descrita en
pacientes con LEG. En este estudio se demostr6é que pacientes con LEG con y sin manifestaciones
neuropsiquiatricas, presentaban una mayor cantidad de apoptosis celular pasiva la cual correlacionaba
con una cuenta absoluta de linfocitos disminuida en sangre periférica; ain mas, al incubar los
linfocitos con sueros autdlogo, solo los pacientes con LEG y manifestaciones neuropsiquiatricas
presentaron correlacion con linfopenia®’, lo que sugiere que diversos elementos en el suero
(probablemente citocinas y autoanticuerpos especificos) son relevantes para el estimulo apoptético®.

Con lo anteriormente expuesto, queda de manifiesto que la linfopenia en LEG parece presentarse como
secundaria a una desregulacion en varios mecanismos involucrados en la homeostasis, pero que
actualmente no queda del todo claro en humanos, como se suceden los eventos para presentar
linfopenia, el grado de linfopenia en cada paciente, que tanto difiere una linfopenia por actividad de
un linfopenia persistente, y la traduccion clinica de estos hallazgos.

5) Lupus eritematoso generalizado e Interleucina-7

Si bien existe bastante informacion de como actiia la IL-7 y su interaccion con el receptor y activacion
del mismo; cuando se habla de patologias como LEG, la informacion es escasa. A este respecto, en
fechas reciente se ha descrito a nivel sérico, que los niveles altos del receptor soluble de IL-7 en sujetos
con LEG, guardan una estrecha relacion con la actividad de la enfermedad, principalmente con la
nefritis®® 3° y también se ha encontrado asociado a la presencia de anticuerpos antiC1q>°. Por otro
lado, se ha descrito un polimorfismo de un solo nucléotido (SNP por sus siglas en inglés) del IL-7r
(rs6897932 [C/T]), el cual confiere un riesgo limitrofe pero aumentado para padecer LEG en pacientes
de etnicidad asiatica®®. Este mismo SNP se ha visto relacionado a una mayor susceptibilidad en otras

enfermedades autoinmunes como son esclerosis multiple y diabetes mellitus tipo 16! 62,

En resumen, la linfopenia se encuentra involucrada en los procesos de autoinmunidad, y teniendo en
cuenta que la sobrevida celular de los linfocitos se encuentra dada, en mayor medida por la IL-7, la
proliferacion inducida por linfopenia, serd el mecanismo compensador esperable bajo estados de
linfopenia transitoria. Sin embargo, en patologias autoinmunes sistémicas, en donde la linfopenia
suele presentarse de manera persistente (principalmente en LEG), se desconocen los mecanismos
implicados en la regulacion de la expresion del IL-7r, ni el comportamiento de esta expresion a nivel



de membrana, sobre todo en las células mas dependientes de este mecanismo como son las células T
CD4+ virgenes y las de memoria.

Planteamiento del problema v Justificacion

El LEG es considerado el prototipo de las enfermedades autoinmunes sistémicas y se ha demostrado
que los pacientes con LEG muestran una alta prevalencia de linfopenia y multiples anormalidades en
los mecanismos de tolerancia periférica. Sin embargo, no se han evaluado los mecanismos moleculares
asociados a linfopenia en LEG, ni aquellos relacionados con la regulacion de la expresion del receptor
de IL-7.

Se desconoce a detalle la expresion a nivel de membrana del IL-7r en las diversas subpoblaciones de
células T CD4+, y la relacion que guarda esta expresion con los niveles de linfocitos totales, asi como
si esta expresion se encuentra alterada en pacientes con LEG activo o con remision de la enfermedad.
Asi mismo, se desconoce si el IL-7r sufre modificaciones postraduccionales mediadas por
ubicuitinacién, que regulen la degradacion de este receptor.

La evaluacion de los mecanismos de regulacion de IL-7r asociados a linfopenia en LEG, asi como
conocer la expresion diferencias de este receptor en diversas poblaciones celulares, sera de gran
relevancia para ampliar el esquema fisiopatogénico de la enfermedad.

Objetivo primario:
Evaluar la expresion diferencial del IL-7r (CD127) en distintas subpoblaciones de linfocitos T CD4+
(totales, virgenes, memoria efectora) en pacientes con LEG activos o en remision y controles sanos.

Objetivos secundarios.

Comparar la expresion del IL-7r en membrana segun la presencia o no de linfopenia y actividad o no
de la enfermedad en pacientes con LEG.

Comparar la expresion del IL7r en pacientes con LEG y controles sanos, asi como su asociacion con
la presencia de linfopenia y actividad de la enfermedad en pacientes con LEG.

Evaluar la potencial asociacion entre IL-7r y ubicuitinacién como mecanismo de regulacion de dicho
receptor en pacientes con LEG y controles sanos.

Hipotesis:

Los pacientes con LEG vy linfopenia, debido al efecto de la proliferacion inducida por linfopenia,
presentaran elevada expresion de IL-7r en las diferentes poblaciones de células T. Dicha expresion,
no sera modificada por la presencia de actividad de la enfermedad.



Material y Métodos

Se realiz6 un estudio transversal, comparativo

Criterios de inclusion:

Pacientes con LEG de 16 a 50 afios de edad que acudieron al Instituto Nacional de Ciencias Médicas
y Nutricion “Salvador Zubiran”. Debian cumplir por lo menos cuatro criterios de clasificacion del
Colegio Americano de Reumatologia para LEG® y estar en remision (SLEDAI=0 puntos, sin
tratamiento inmunosupresor en el afio previo a la toma de muestra, solo se permiti6 antipaliidico en
dosis maxima de 200mg/dia) o tener enfermedad activa (SLEDAI >6 puntos, sin uso de ningln
medicamento inmunosupresor en el mes previo a la toma de muestra). Se incluyeron controles sanos,
sin historia de autoinmunidad en familiares de primer grado.

Se utilizd como definicidon operacional de linfopenia, a aquellos pacientes que presentaron al momento
del ingreso al estudio, cuentas de linfocitos totales en sangre periférica <1,500c/mcl. Asi mismo, se
defini6 linfopenia persistente o cronica a aquellos sujetos que ingresaron al estudio con esta misma
cifra absoluta, pero que se corrobor6é mediante el expediente clinico del paciente, que en sus tltimas
3 visitas (o un afio previo) mantuvieran siempre conteos totales de linfocitos periféricos <1,500c/mcl.

Criterios de exclusion:

Mujeres embarazadas, pacientes con infecciones virales cronicas (VIH, virus de hepatitis B o C, etc.),
otra inmunodeficiencia, pacientes trasplantados o en terapia de remplazo renal, otra enfermedad
autoinmune (excepto sindrome de anticuerpos antifosfolipidos), uso de terapia bioldgica en el ultimo
afio, datos de infeccion al momento de la toma de muestra y otras causas de linfopenia (cirrosis
hepatica, medicamentos no inmunosupresores, malignidades, radioterapia, timectomizados, etc.).

Tamario de muestra:
Se realiz6 a partir de la expresion de CD127 tomando en cuenta la media y la desviacion estandar en
células T CD4+ de pacientes con LEG, con una significancia a dos colas del 5% y un poder del 95%,
con una delta de 0.35

N= 2Ks2 N=2.038 N=16.7 + 10% = 18 sujetos por grupo
A2 0.1225

Andlisis estadistico:

Los resultados fueron expresados en términos de media y desviacion estdndar o mediana e intervalo
intercuartilar, dependiendo de la distribucion de la muestra. Las comparaciones entre grupos se
realizaron mediante prueba t de Student para muestras independientes. Para el andlisis entre grupos
se utilizo prueba de ANOVA de una via. Se considerd como significancia estadistica una p<0.05. El
analisis se realizo con apoyo del programa estadistico SPSS para Windows v21.0.

Consideraciones éticas:



La participacion de los pacientes y controles fue voluntaria; cada individuo firmo una hoja de
consentimiento informado por duplicado. Los investigadores se apegaron a los preceptos de la
Declaracion de Helsinki. Asimismo, se siguieron los lineamientos éticos en materia de investigacion
que sefiala la Norma Oficial Mexicana (NOM 166-SSA1-1997). El protocolo de investigacion contd
con aprobacion por los comités de Etica e Investigacion del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricién “Salvador Zubiran” (Referencia:1242).

Procedimiento del estudio:

Pacientes y controles

Posterior a la firma del consentimiento informado, se obtuvieron 10ml de sangre mediante puncién de
vena antecubital en todos los sujetos (en 10 sujetos se tomaron 80ml para realizacién de
inmunoprecipitacion). Se registraron variables clinicas, demograficas y de laboratorio en todos los
casos, asi como una muestra de biometria hematica. En el caso de los pacientes con LEG, se calculd
el indice de actividad de la enfermedad (SLEDAI score, por sus siglas en inglés)®*.

1. Aislamiento de Células Mononucleares (CMN) de sangre venosa periférica:

Una vez obtenida la muestra, se procedio a la separacion de las CMN mediante gradiente de densidad
(Ficoll-Hypaque). Posterior a la separacion y lisado de eritrocitos, se realizo determinacion de cifra
celular con viabilidad (mediante exclusion con azul tripano).

2. Analisis de la expresion de CD127 mediante citometria de flujo multiparamétrica:

Una vez determinado el conteo de CMN, se separaron 3 millones para analizarse mediante citometria
de flujo. Las muestras fueron resuspendidas en amortiguar de tincion, y se procedid a tincion de
superficie (3 pcl por muestra) para los siguientes marcadores: CD4 (V450), CCR7 (AF700), CD27
(PerCP-CyS5.5) y CD127 (BV510). Posteriormente, dichas muestras fueron adquiridas en citdmetro de
flujo (BD LSRFortessa) y los datos se analizaron con el software Flow-Jo v.10. Para la seleccion de
los linfocitos se realiz6 mediante tamafio y granularidad (Side Scatter vs Forward Scatter). Una vez
seleccionada esta poblacion, se determind el grupo celular que expresaba CD4-V450 y se selecciono
esta poblacion como linfocitos T CD4+. De esta poblacion se partio para la seleccion del resto de
subpoblaciones, siendo CD4+CCR7+CD27+ células virgenes, y las CD4+CCR7-CD27- células
efectoras de memoria. De cada una de estas poblaciones celulares, se determind el porcentaje de
células positivas para CD127 y se determind la IMF en cada caso. (Apéndice I).

3. Ensayo de Inmunoprecipitacion y Western Blot:

De los sujetos que se obtuvieron 80ml de sangre venosa periférica, posterior a separacion de CMN, se
realizd seleccion para células T CD4+ mediante seleccion negativa con microoesferas magnéticas
(pureza > 95%). Una vez obtenidas las células T CD4+ se procedio a lisis mediante amortiguador
(ELB) y cuantificacion de proteinas mediante método de 4acido bicinconinico (BCA) para su analisis
por Western blot. De los lisados celulares de CD4 totales, se realizd6 mediante método directo, la
inmunoprecipitacion de CD127 (anticuerpo R&D), para posteriormente realizacion de electroforesis
en un gel de poliacrilamida (7.5%). Se realizd transferencia himeda a membranas de PVDF o de
nitrocelulosa. Posteriormente se realizd6 Western blot para la deteccion de anticuerpos anti-ubicuitina



total, anti-K48 (para reconocer proteinas poliubicuitinadas a través de la lisina 48) y anti-K63 (para
reconocer proteinas poliubicuitinadas a través de la lisina 63). Se emplearon anticuerpos secundarios
correspondientes y se revelaron mediante quimioluminiscencia. Fueron analizados mediante un
analizador de imagenes digital con camara CCD (Chemidoc MP, Biorad) y fueron cuantificados
mediante densitometria con el programa ImageLab (Biorad).

Resultados

Se ingresaron un total de 76 sujetos al estudio, siendo 56 pacientes con LEG y 20 controles sanos.
Todos los pacientes ingresados fueron del sexo femenino.

1.- Los pacientes con LEG presentan una mayor expresion de células CDI127+ en diversas

poblaciones de linfocitos T CD4+ en relacion a controles:

La primera comparacion que se realizo se llevo a cabo entre sujetos con LEG (de manera global, sin
importar actividad de la misma, ni la cuenta de linfocitos totales) y los sujetos sanos. En la Tabla 1,
se muestras las caracteristicas demograficas, clinicas y en andlisis de subpoblaciones celulares en
linfocitos T, realizado mediante citometria de flujo. Como es esperable, la poblacion con LEG
present6 cifras absolutas de linfocitos en sangre periférica menores que los controles (1320+734 vs
1981+577 ¢/mclx10°, p=0.001). Se observa como el porcentaje de células positivas para CD127 en las
diversas poblaciones celulares (CD4CD127, TEMCDI127, TvirgenesCD127), asi como las IMF del
CD127, fueron mucho mayores en los sujetos con LEG en comparacion con los controles, siendo en
todos los casos, estadisticamente significativo (ver Grafica 1 y 2, Apéndice II).

2.- Los pacientes con LEG activo presentan una mayor expresion de células CD127+ en las diversas

poblaciones de linfocitos T CD4+ al ser comparados contra sujetos con LEG en remision con o sin

linfopenia

Posteriormente se dividid la poblacion de estudio en cuatro grupos para el analisis: LEG activos con
linfopenia (SLEDAI > 6 puntos, linfocitos totales en sangre periférica <1,500c/mclx10?), LEG
remision con linfopenia (SLEDAI=0 puntos, linfocitos totales en sangre periférica <1,500c/mclx10?),
LEG remision sin linfopenia (SLEDAI > 6 puntos, linfocitos totales en sangre periférica
>1,500c/mclx10%) y controles sanos (Tabla 2).

En lo que respecta al porcentaje total de linfocitos que corresponde a T virgenes y a T efectoras de
memoria totales, no se observaron diferencias significativas entre los distintos grupos de sujetos
analizados (Grafica 3). El resultado de mayor importancia, queda demostrado en la Grafica 4, en donde
se observa que en tanto en las células T virgenes como en las células TEM, el porcentaje de células
positivas para CD127 en todos los grupos comparados, fue mucho mayor en los sujetos del grupo LEG
activo con linfopenia (ver Apéndice II). Esta condicion de un aumento en la expresion de CD127, es
la respuesta esperable antes la presencia de linfopenia, pero solo fue observada en los pacientes con
LEG activo con linfopenia, y no asi en los LEG en remision con linfopenia. Por lo que pareceria que
la condicién de actividad del LEG es la causa de esta respuesta adecuada generada por LIP. Al



analizar la expresion de CD127 mediante IMF y los nimeros absolutos de células CD127+ por
subpoblaciones celulares, si bien el LEG activo demostrd en nimeros absolutos en CD4CDI127 y
TEMCDI127 tener mayor expresion en LEG activo (ver Tabla 2), solo resultdé con significancia
estadistica la poblacion de TEMCD127 al ser comparado contra los controles (ver Grafica 5).

3.- En los pacientes con LEG en remision y linfopenia persistente, las subpoblaciones celulares de

linfocitos T CD4+, presentan un fenomeno de ‘“resistencia’ a la proliferacion inducida por

linfopenia:

Si bien no se observaron diferencias significativas entre los linfocitos totales en sangre periférica entre
los pacientes con LEG activo y LEG en remision (ambos con linfopenia) (7294397 vs 1049+241
c/melx103, p=0.144), es decir, se encontraron en la misma “profundidad” de linfopenia, al observar
las distintas subpoblaciones de linfocitos T CD4+ (ver Tabla 2 y Gréfica 4) positivas para CD127, no
se encontrd una mayor expresion al ser comparadas con LEG en remision sin linfopenia y con
controles sanos (ver Apéndice II). Es decir, al parecer los pacientes con LEG en remision con
linfopenia, no presentan los mecanismos convencionales para generar una expansion de estas
subpoblaciones celulares, como seria lo esperable. Es importante mencionar, que este grupo de
pacientes en LEG en remision con linfopenia, el 90% de estos sujetos presentaron linfopenia cronica
o persistente (linfocitos totales <1,000 ¢c/mclx10?) previo a su ingresa al estudio (corroborado en su
expediente clinico), lo cual sugiere una regulacion a la baja o de adaptaciéon en los mecanismos
compensatorios para salir de este estado de linfopenia persistente.

Discusion

En este estudio, se demuestra como la expresion del receptor de la IL-7 se comporta de manera distinta
entre diversos grupos de sujetos que padecen lupus eritematoso generalizado. Como se observa, el
principal hallazgo, revela que los pacientes con LEG activo, tienen una mayor expresion de IL-7r en
distintas subpoblaciones de células T CD4+, caracteristicamente en las células que mas dependen de
la via de IL-7 (células virgenes y células de memoria efectoras). De hecho, estos hallazgos concuerdan
con los datos publicados en relacion a la expresion del IL-7r, ya que se encontraban con linfopenia
acentuada, y por proliferacion inducida por linfopenia’ (LIP), se generaran altos niveles de IL-7
circulantes y por ende del receptor; estos resultados no se encuentran influenciados por los
inmunosupresores, los cuales se han reportado que pueden modificar la expresion de IL-7r%°. Lo que
se destaca mas en estos hallazgos, es el que el grupo de pacientes con LEG y linfopenia, pero que se
encontraban en remision, tuvieron una expresion “normal” del IL-7r, traduciendo una respuesta
inadecuada al estado de linfopenia, es decir, se mostrd un fenotipo que sugiere la presencia de un
fenémeno de “resistencia” a la LIP.

Cabe mencionar, que en estos sujetos con LEG y linfopenia en estados de remision, los conteos
linfocitarios fueron persistentemente bajos (el 90% de los pacientes en este grupo tuvieron linfocitos
bajos en sangre periférica en las ltimas tres visitas o un aiio previo al ingreso del estudio), lo que se
traduce como una linfopenia cronica o persistente, la cual, es la que suele estar mas asociada a
patologia autoinmune® y no como tal las depleciones linfocitarias transitorias, las cuales se consideran
en cierta medida fisiologicas.



Diversas explicaciones pudieran darse al fenomeno ya comentado, en donde la poblacién con LEG y
remision con linfopenia, tengan “perdida” esta respuesta fisiologica para rescatar del estado de
linfopenia crénica al sujeto, mediante la expresion a la alta del IL-7r. Una de las primeras
explicaciones, es que, como se ha demostrado con anterioridad, los niveles de IL-7r se modifican con
respecto a la edad®’, es decir a mayor edad, menor expresion constitutiva de IL-7r; como se observa,
la poblacion de LEG en remision tenia mayor edad que pacientes con LEG activos (30 vs 38, p=0.001).
Sin embargo, estas alteraciones con la edad, mas bien se han asociado a sujetos mayores de 65 afios,
por lo que este hecho no pareciera explicar por completo los hallazgos en esa poblacion. En sujetos
con Linfopenia Idiopatica de CD4 (ICL por sus siglas en inglés), la cual es una enfermedad poco
frecuente de etiologia no definida, en donde de manera persistente existen cuentas de CD4 <300cel/ucl
en ausencia de infecciones como VIH u otras inmunodeficiencias®®, que se caracteriza por
susceptibilidad a infecciones y fenémenos de autoinmunidad, se han observado niveles
“anormalmente” bajos de IL-7 sérica en estado de linfopenia persistente®. Posteriormente otro grupo
de investigadores demostré que en estos pacientes, existia una “resistencia” a la fosforilacion de
STATS en respuesta a IL-7, observandose niveles “anormalmente bajos” de IL-7r de predominio en
CD4 de memoria’, descartando que esta causa fuera por la generacion de autoanticuerpos anti-IL7r o
aumento en las fracciones solubles del CD127, lo que pareciera demostrar un defecto intrinseco de
sefalizacion de IL-7 al unirse con su receptor, generando asi, un estado de linfopenia persistente, que
no se puede rescatar por IL-7 circulante. Este defecto pudiera presentarse de igual manera en los
sujetos con LEG con linfopenia persistente, incluso en sujetos sin actividad de la enfermedad, como
lo observamos en nuestro estudio. Més atn, se ha demostrado también en ICD, que estos pacientes
también tiene una respuesta muy disminuida a IL-2"", lo cual como se sabe, se encuentra muy asociado
a inflamacion, infiltrados linfocitarios multiorgdnicos y patologia autoinmune, tanto en modelos
murinos, como en humanos’>74.

Otra posible explicacion a este respecto, seria que en sujetos con LEG y linfopenia cronica, se
presentaran niveles bajos de expresion de IL-7r debido a que su principal regulador implicado en el
sistema de reciclaje/reuso, como es la PI3K Vps34, se encontrara alterada. De hecho, en nuestros
resultados, los ensayos por inmunoprecipitacion para evaluar la interaccion del IL-7r con el sistema
de ubicuitinacion, fueron poco consistentes, lo que apoya una via alterna para la regulacion de la
expresion de este receptor, como se ha demostrado con esta proteina Vps342% 23, Se ha descrito en
pacientes con LEG, una variante genética a este nivel que predispone a esta enfermedad, con alta
prevalencia de autoanticuerpos antiRo y La y niveles mas elevados de IFN-a en suero”. La evidencia
actual sugiere que este defecto también se presenta enfermedades neuropsiquiatricas, principalmente
esquizofrenia’®, lo que pudiera explicar en parte, la mayor asociacion de LEG con esta manifestacion
psiquiatrica’” "8,

Como se coment6 con anterioridad, existe una variante genética (SNP) en el gen que codifica la cadena
alfa de IL-7r, la cual ha presentado asociacion con autoinmunidad en humanos, principalmente con
la presencia de diabetes tipo 1, artropatias cronicas inflamatorias y esclerosis multiple®! ®, siendo
esta ultima patologia en la cual existe mayor informacion sobre variantes genéticas a este nivel que
predisponen a padecer esta patologia del sistema nervioso central. En un estudio realizado por Haas y



colaboradores’ se evaluaron subpoblaciones de células T (incluidas reguladoras) y la expresion de
IL-7r, observandose como en todas las poblaciones evaluadas, la expresion medida mediante IMF fue
significativamente menor con respecto a sujetos sanos. Asi mismo, de manera interesante se demostro
como las células T reguladores tuvieron menor potencial de supresion sobre el resto de células T
convencionales, y lo anterior correlacionando de manera directa con la IMF de IL-7r de estas células
convencionales. Con lo anterior, parece ser que, al menos en sujetos con esclerosis multiple, existe
una resistencia a la supresion por parte de las células T reguladoras, las cuales son influidas de manera
indirecta por la expresion de IL-7r en el resto de las poblaciones de células T convencionales. Si bien,
se sabe que los pacientes con esclerosis multiple no suelen tener estados de linfopenia crénica, se ha
demostrado que se logra la expansion celular gracias a que el resto de mecanismos implicados en LIP
parecen funcionar adecuadamente; sin embargo, estos hallazgos descritos por el grupo de Haas,
guardan relacion con los resultados obtenidos en nuestro estudio. Como es sabido, los pacientes con
LEG, entre otros varios defectos, presentan una resistencia a la supresion de la accion de células T
reguladoras a nivel periférico®, pudiendo ser los estados de linfopenia cronica con baja expresion de
IL-7r, actores principales para esta desregulacion, aunque desafortunadamente no se estudio esta
poblacion celular en nuestro trabajo.

Las principales limitantes de este estudio, son su caracter transversal, ya que se generaria mayor
informacion mediante una evaluacion periddica de los mismos sujetos en distintas fases de la
enfermedad (LEG al diagnostico, LEG bajo tratamiento inactivo, LEG remision) para ver el
comportamiento del IL7-r, para lo cual se requiere un estudio de cohorte. Por otro lado, la principal
limitante en nuestro estudio, es la falta de determinacion de los niveles séricos de IL-7 para poder
realizar una correlacién directa con la expresion de su receptor, para tener mayor claridad de la
regulacion del mismo. Se deberan realizar, asi mismo, estudios funcionales para observar
principalmente la fosforilacion a nivel de JAK1/JAK3 y de STATS para corroborar nuestros hallazgos.
Asi también sera de utilidad el evaluar otros mecanismos compensadores que actian normalmente en
la LIP, que pudieran presentar defectos en estos sujetos (mediciones de IL-2, IL-15, expresion de
cadena y comun en el resto de subpoblaciones celulares, entre otras).

En conclusion, nuestros hallazgos sugieren que los sujetos con LEG activo y linfopenia presentan
este fenomeno de adecuacion a linfopenia, mediante una alta expresion de IL-7r en células T, debido
a que existen multiples mecanismos encargados de generar linfopenia en este grupo particular de
pacientes con LEG, como pueden ser la presencia de autoanticuerpos contra linfocitos, citotoxicidad
directa, lisis mediada por complemento, etc.’ Todos estos son mecanismos todos descritos en LEG
para generar linfopenia, pero, relacionados con la actividad de la enfermedad, lo que pudiera explicar
esta respuesta fisiologica adecuada al iniciarse la LIP. Sin embargo, los pacientes que tienen linfopenia
cronica en LEG (incluso estando en remisidn) parecen no tener mecanismos adicionales para
contender la linfopenia, mas que la propia regulacion a la baja de la expresion del IL-7r, el cual pudiera
ser un defecto intrinseco de sefializacion por su ligando, que se debera de corroborar en estudios
posteriores. Asi mismo, es altamente probable que todos los mecanismos mediante los cuales se regula
la expresion del IL-7r, sean como se ha descrito hasta la fecha, secundarios a mecanismos de
internalizacion y reciclaje del receptor?®, y en muy poca medida a modificaciones postraduccionales
a este nivel.






Tablas v Graficas

Tabla 1. Comparacion de variables demogréficas, clinicas y expresion de CD127 en diversas
subpoblaciones de linfocitos T, entre pacientes con LEG y controles sanos.

Variable LEG (n=56) Controles (n=20) p
(media £ DE) (media £ DE)
Edad (afios) 35.05+9.6 29.05+7.2 0.002
SLEDAI (puntos) 4.42 +7.2 NA NA
Linfocitos totales (c/mcl103) 1320 + 734 1981 + 577 0.001
LT CD4* (%) 31.4+10.6 32+9 0.82
LT CD4*(totales) 445 + 300 628 + 230 0.021
CD4*CD127* (%) 21.5+214 785 0.001
CD4*CD127* (totales) 89.9+137 46.4 £33 0.074
CD4*IMF CD127 1633 £ 457 1304 £ 57 0.001
TEM (CD27°CCR7) (%) 20.3+20.8 99+4.1 0.006
TEM (CD27°CCR7) (totales) 106 + 191 60 + 28 0.300
TEM CD127* (%) 28.6 £24.2 17.1+£6.8 0.010
TEM CD127" (totales) 30.9+834 10.2+6 0.274
TEM IMF CD127 1539 + 339 1306 + 71 0.002
T virgenes (CD27*CCR7") (%) 36.4+23.8 55.1+12.4 0.0001
T virgenes (CD27*CCR7") (totales) 176 £ 196 335+ 191 0.005
T virgenes CD 127* (%) 42.4+37.4 7.5+5.3 0.0001
T virgenes CD 127" (totales) 66.8 + 141 25+234 0.087
T virgenes IMF CD127 1483+ 570 1252+61.3 0.020

DE=Desviacion Estdndar; NA=No Aplica; LT=Linfocitos T; IMF= Intensidad Media de Fluorescencia; TEM= células T de Memoria
Efectoras



Tabla 2. Comparacion de variables demograficas, clinicas y expresion de CD127 en diversas
subpoblaciones de linfocitos T, entre pacientes con LEG activo, LEG en remision con y sin linfopenia y
controles sanos.

Variable LEG activo LEG remision LEG remision Controles p
Linfopenia Linfopenia sin linfopenia
(n=20)
n=14 n=10 n=14
(n=14) (n=10) (n=14) (media + DE)
(media + DE) (media + DE) (media + DE)
Edad (afios) 30+ 10.3 38.8+9.1 3738 29+7.2 0.001
SLEDAI (puntos) 14.5 $5.5 0 0 NA N/A
Linfocitos totales (c/mcl103) 729 + 397 1049 £ 241 2029 + 596 1981 £ 577 0.001
LT CD4* (%) 24.8+9.8 32.8+10.7 37.2+8.2 32+9 0.011
LT CD4*(totales)
195.7 £ 150 345+ 142 745.8 £+ 219 628 £ 230 0.001
CD4'CD127" (%) 3344215 13.4+19.1 16.5+18.6 7.8+5 0.001
CD4*CD127* (totales) 70.8 £ 66.7 39.3+60 144 £ 199 46.4 £33 0.052
CD4"IMF CD127 1952 + 437 1627 £ 604 1469 + 248 1304 £ 57 0.001
TEM (CD27°CCR7) (%) 18.7+11 14.1+£5.6 26.8+31.1 99+4.1 0.042
TEM (CD27°CCR7) (totales) 44 + 55 47 + 24 209 + 284 60 + 28 0.010
+ (0,
TEM D127 (%) 43.6 £18.2 56+3.1 21.1+19.1 17.11£6.8 0.001
TEM CD127" (totales)
21+31 6.2+79 57+ 130 1026 0.168
TEM IMF CD127
1914 + 362 1461 £ 315 1399 + 203 1306 £ 71 0.001
, 33.3+24.1 35.1+£21.8 38+ 25 55.1+12.4 0.018
T virgenes (CD27*CCR7*) (%)
Tvirgenes (CD27°CCR7") (totales) 63+ 74 144 + 133 296 + 250 335+ 191 0.001
74 .5+ 19 20.8+33.1 28.1+34.2 75+53 0.001
T virgenes CD 127" (%)
, 45+ 58 37 +£100 107 £ 205 25+ 23 0.211
T virgenes CD 127 (totales)
+ + + +
T virgenes IMF CD127 1491 + 864 1600 + 450 1386 £ 328 1252 £61.3 0.239

DE=Desviacidn Estdndar; NA=No Aplica; LT=Linfocitos T; IMF= Intensidad Media de Fluorescencia; TEM= células T de Memoria Efectoras




Grafica 1. Porcentaje de células que expresan CD127 en diversas subpoblaciones de linfocitos T
mediante citometria de flujo, comparacion entre LEG y controles sanos.




Grafica 2. Expresion de Intensidad Media de Fluorescencia (IMF) de CD127 en diversas
subpoblaciones de linfocitos T mediante citometria de flujo, comparacion entre LEG y controles sanos.
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Grafica 3. Porcentaje de células totales en diversas subpoblaciones de linfocitos T mediante citometria
de flujo, comparacion entre LEG activos, LEG en remision con y sin linfopenia y controles sanos.
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Grifica 4. Expresion de Intensidad Media de Fluorescencia (IMF) de CD127 en diversas
subpoblaciones de linfocitos T mediante citometria de flujo, comparacion entre LEG activos, LEG en

remision con y sin linfopenia y controles sanos.
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Grifica 5. Expresion de Intensidad Media de Fluorescencia (IMF) de CD127 en diversas
subpoblaciones de linfocitos T mediante citometria de flujo, comparacion entre LEG activos, LEG en
remision con y sin linfopenia y controles sanos.
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Apéndice 1.
Estrategia de seleccion de region mediante citometria de flujo
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Apéndice 11.

Imégenes representativas de citometria de flujo en controles (A), LEG activos con linfopenia (B) y LEG
en remision con linfopenia (C). Las imagenes muestran el porcentaje de células T virgenes y T efectoras
de memoria (i), T efectoras de memorias positivas a CD127 (ii) y T virgenes positivas a CD 127 (iii)
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