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Resumen

La ligasa de ubicuitina Cbl-b (Casitas B-lineage Lymphoma-b) forma parte del
programa genético inducido por anergia. Su deficiencia en modelos murinos se
ha asociado al desarrollo de patologia autoimmune similar al lupus eritematoso
generalizado y al fenotipo de resistencia a anergia. El objetivo del presente
estudio fue evaluar la expresion de Cbl-b y la regulacion de la sefalizacion a
través del receptor de células T (TCR) dependiente de dicha ligasasa de
ubicuitina en linfocitos T CD4" de pacientes con LEG ante condiciones
anergizantes. La expresion de Cbl-b fue evaluada mediante PCR en tiempo
real y western blot en linfocitos T CD4" de sangre periférica de pacientes con
LEG (n=20, 11 pacientes en remision y 9 activos sin tratamiento
inmunosupresor) y controles sanos (n=20) ante la inducciéon de anergia con
ionomicina. La respuesta proliferativa fue evaluada mediante CFSE. La
produccion de citocinas se analizd mediante Iluminometria en los
sobrenadantes de cultivos celulares. La expresion de marcadores de activacion
y coestimulacion fue analizada mediante citometria de flujo. Se realizaron
ensayos de transfeccion para sobre-expresion de Cbl-b y la fosforilacion de
cinasas asociadas al TCR fue evaluada en las células transfectadas. Los
linfocitos T CD4" de pacientes con LEG en comparacién con controles sanos
mostraron una mayor respuesta proliferativa e incremento en la produccion de
IL-2, asi como mayor expresion de marcadores de activacion (CD69, CD83) y

co-estimulacién (CD40L) ante el protocolo anergizante. Este fenotipo de
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resistencia a anergia se asocié a una expresion deficiente de la ligasa de
ubicuitina Cbl-b (transcrito y proteina) en los pacientes con LEG al comparar
con los controles sanos. Este defecto no depende del estado de diferenciacién
del linfocito T, pues se presentd tanto en células virgenes como de memoria
efectoras. Los linfocitos T CD4" primarios humanos tratados con ionomicina,
mostraron un incremento en la fosforilacion de MAPK(ERK1/2) y disminucion
en la fosforilacion de Akt, como marcadores del estado anérgico. La sobre-
expresion de Cbl-b se asocid6 a una regulacion diferencial en las vias de
senalizacion a través del TCR, caracterizada por incremento en p-MAPK/p-
PKCB8 y disminucion en p-Akt/p-PI3K en linfocitos T CD4" de pacientes con
LEG, lo cual sugiere la reversibilidad del fendmeno de resistencia a anergia en
LEG posterior a la sobre-expresion de la ligasa de ubicuitina Cbl-b.

El analisis entre pacientes activos vs remision no mostré diferencias para
ninguna de las variables evaluadas.

Nuestros hallazgos muestran que en LEG, la alteracion en los mecanismos de
tolerancia periférica esta parcialmente relacionada con la deficiencia de Cbl-b
en linfocitos T CD4". Asi mismo, nuestros datos sugieren que en LEG, la ligasa
de ubicuitina Cbl-b es capaz de regular vias de senalizacion a través del TCR,

como aquellas asociadas con PKC6, MAPK (Erk1/2), Akt y PI3K.



1. MARCO TEORICO

Ubicuitinacion y su relacion con el sistema inmune

La ubicuitinacién es un mecanismo de modificacion postraduccional, que
consiste en la conjugacion de una proteina de 76 aminoacidos, llamada
ubicuitina a una proteina substrato. Este proceso implica una secuencia de
reacciones enzimaticas, que involucra tres diferentes tipos de enzimas: E1
(activadora), enzima conjugadora (E2) y, finalmente una ligasa de ubicuitina
(E3) la cual transfiere la ubicuitina activada a un residuo de lisina en la proteina
blanco, siendo este Ultimo paso el que brinda la especificidad al sistema "2, La
ubicuitinacion puede ser dependiente e independiente de protedlisis. Dentro de
sus multiples funciones se destaca la modulacion de la respuesta inmune,
especificamente de los mecanismos de tolerancia periférica, tales como la
anergia °.

La autoinmunidad es una reaccion que el sistema inmune monta en contra de
antigenos propios (auto antigenos), e implica una respuesta encaminada a
mantener un estado activo de vigilancia en contra de dichos auto-antigenos, el
cual puede servir como mecanismo de proteccion.. Se conocen diversos
mecanismos que limitan la activacion de células autoreactivas potencialmente
nocivas. En términos generales, se denominan mecanismos de tolerancia
periférica e incluyen su eliminacién y/o la limitacion de su activacion, lo que se
logra mediante diversos mecanismos, tales como la accion supresora de

células T reguladoras y la anergia 43,



La ubicuitinacion es capaz de regular la respuesta inmune, al modular el
equilibrio entre la activacién y el desarrollo de tolerancia, especificamente en la
anergia. En este caso, las ligasas de ubicuitina (E3) constituyen los principales

elementos de regulacion 67

Anergia y Ubicuitinacion. Mecanismos Moleculares

La anergia se define como un estado en el cual el linfocito T es inactivado
funcionalmente de manera intrinseca, posterior a la unién del antigeno con el
receptor de células T (TCR) y es incapaz de responder a la re-estimulacién
antigénica. Las células anérgicas muestran disminucion en la proliferacion
celular y en la sintesis de interleucina 2 (IL-2) ante el reto antigénico. Dicho
fendmeno se ha documentado in vivo e in vitro a través de la estimulacién del
TCR en ausencia de coestimulacion (CD28); y mediante el empleo de ionéforos
de calcio, como la ionomicina 8 En estos modelos se ha descrito la reversion
de la anergia, mediante el empleo de dosis altas de IL-2 °.

Recientemente, se ha propuesto que la alteracidon en los mecanismos de
anergia juegan un papel etiopatogénico en diversas enfermedades
autoinmunes, entre las cuales se encuentra el lupus eritematoso generalizado.
Macian y cols 1% demostraron que el proceso de induccidn de anergia se lleva a
cabo cuando la activacion y translocacion del factor de trascripcion NFAT
(Nuclear Factor of Activated T cells) sucede en ausencia de la de AP-1. Dicho
desequilibrio se asocia a la activacién de un programa genético particular que
determina la transcripcion de proteinas que funcionan como reguladores
negativos de la sefalizacion a través del TCR, esto mediante defosforilacion,

protedlisis de moléculas de sefalizacion, o bloqueo de la transcripcién de
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citocinas efectoras. Este programa genético cuyo resultado fenotipico es la
anergia es completamente diferente al asociado a una respuesta inmune

productiva '°.

Papel de Cblb como Factor de Anergia

Recientemente, se ha destacado el papel de las ligasas de ubicuitina (E3),
tales como Cbl-b (Casitas B lymphoma), GRAIL (Gene Related to Anergy in
Lymphocytes) e ltch, cuyos genes forman parte del programa inducido por la

10-12

via de calcio/calcineurina . La expresion de Cbl-b induce anergia al

disminuir la fosforilaciéon de la fosfolipasa C y-1 (PLCy-1), lo que altera las vias

3 v la formacién de una sinapsis

de senalizacion dependientes de calcio
inmunoldgica efectiva '* '°. Asi mismo, Cbl-b funciona como regulador negativo
de la fosforilacion de Vav 1, acoplando la proliferacién y la producciéon de IL-2 al
requerimiento de coestimulacion a través de CD28. La importancia de Cbl-b en
la regulacion de la respuesta inmune también se demuestra en los ratones
deficientes en esta ligasa, ya que desarrollan autoinmunidad espontanea e

inmunopatologia inducida por un reto antigénico '® 7.

Defectos intrinsecos en LEG. Resistencia a Anergia y su relaciéon con la
Ligasa de Ubicuitina Cbl-b.

El lupus eritematoso generalizado '® es una enfermedad autoinmune crénica,
considerada como el prototipo de las enfermedades autoinmunes. Se ha
demostrado que los pacientes con LEG tienen defectos en los mecanismos de
tolerancia periférica '® ?°. Sin embargo, éstos no se han delineado con

precision. Se conoce que las células T de los pacientes con LEG tienen un
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comportamiento anormal, ya que son resistentes a la supresion por células

reguladoras '

; ademas no tienen la capacidad de volverse anérgicas en
presencia de auto-antigenos %

Las células T de los pacientes con LEG tienen diversos defectos en los
mecanismos de activacién celular. Se ha encontrado, que presentan un estado
parcial de activacion, pero no se activan en forma 6ptima si son estimuladas in

vitro 2%,

Algunos de estos defectos semejan a aquellos considerados
especificos de células anérgicas®®. Por ejemplo, se encuentra alterada la
expresion de las cadena ¢ del complejo TCR/CD3, asi como la produccién de
IL-2; un incremento en la fosforilacion de cinasas de tirosina y en la produccion
de inositol1,4,5-trifosfato. Lo anterior, conlleva a una mayor liberacién de calcio
intracelular y al predominio de vias de sefalizacion que se asocian a la
expresion y translocacion nuclear de NF-AT %242,

Aunado a lo anterior, en modelos murinos de LEG, se ha demostrado que las

%y que sobre

células T CD4" son resistentes a la induccidon de anergia
expresan de manera persistente CD40L, aun ante un protocolo anergizante.
Esto se ha relacionado con un defecto en la fosforilacion de Cbl-b y la
expresion continua de ERK (extracellular signal-regulated kinase) fosforilada #'.
Recientemente, Doniz-Padilla L, et al. reportaron que pacientes mexicanos con
LEG presentan una discreta disminucién en la expresion de Cbl-b en sangre
periférica en asociacion al polimorfismo 2126(A/G) del gen de Cbl-b®. Sin
embargo, cabe destacar que la expresion de Cbl-b fue evaluada en condiciones
basales y en células mononucleares totales.

En resumen, las ligasas de ubicuitina como Cbl-b que forman parte del

programa genético inducido por anergia, son de gran relevancia para la
8



regulacion de la respuesta inmune tanto en condiciones fisiolégicas como en
patologias autoinmunes. La resistencia a anergia que muestran los linfocitos
CD4" de ratones deficientes en Cbl-b con un fenotipo similar a LEG, les
confiere un mecanismo de evasién mediante el cual los linfocitos autoreactivos
son capaces de activarse en condiciones inadecuadas, como la ausencia de
coestimulacion, y en consecuencia asociarse con la induccion y mantenimiento

de enfermedades autoinmunes.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El LEG es una enfermedad autoinmune caracterizada por alteraciones en los
procesos de activacion y anergia de células T. Se desconoce cuales son los
defectos que subyacen a dichas alteraciones funcionales. Especificamente, se
desconoce si existen alteraciones en la expresion de Cbl-b y la modulacion de
la senalizacion a través del receptor de células T (TCR) mediada por dicha
ligasa de ubicuitina en células T CD4" de pacientes con LEG ante la induccion
de un protocolo anergizante.

Debido a la asociacion entre defectos en la expresion de ligasas de ubicuitina y
la adquisicidon de un fenotipo de resistencia a anergia en células T, se propone
que las alteraciones en la regulacion de la senalizacion a través del TCR
mediada por Cbl-b puede tener un papel fisiopatogénico en el desarrollo de las

enfermedades autoinmunes, tales como el lupus eritematoso generalizado.
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3. 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 otra 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 ?°, mientras que en Estados
Unidos se han reportado entre 14.6 y 50.8 casos por 100 000 individuos .
Desde el punto de vista fisiopatogénico, la resistencia que muestra una célula T
a la anergia le confiere un mecanismo de evasion mediante el cual es capaz de
activarse en condiciones inadecuadas, lo que se asocia con la induccion y
mantenimiento de autoinmunidad en enfermedades tales como el LEG. El
defecto en la expresion de la ligasa de ubicuitina Cbl-b se asocia a un fenotipo
de resistencia a anergia en modelos murinos con patologia similar al LEG. El
analisis de la expresion de Cbl-b y el conocimiento de los mecanismos de
regulacion de la sefalizacion del TCR mediada por dicha ligasa de ubicuitina es

de gran relevancia para ampliar el modelo fisiopatogénico de la enfermedad.
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4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Cuales son las alteraciones en la expresion de Cbl-b y la regulacién de
la sefalizacién a través del TCR mediada por esta ligasa que confieren un

fenotipo de resistencia a anergia a las células T de pacientes con LEG?

5. HIPOTESIS

Existe disminucién en la expresion de Cbl-b y alteraciones en la
regulacion de la sefalizacion del TCR mediada por esta ligasa de ubicuitina en
células T de pacientes con LEG en comparacion con sujetos normales, lo que
le confiere un fenotipo de resistencia a anergia a las células T de pacientes

con LEG.
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6. OBJETIVOS

General

Evaluar la expresion de Cbl-b y la regulacién de la sefalizacién del TCR
mediada por esta ligasa de ubicuitina, asi como la respuesta efectora y
proliferativa en células T de pacientes con LEG en diferentes estados

funcionales.

Especificos

1.Evaluar la respuesta (proliferacién, produccion de citocinas y marcadores de
activacion) de células T CD4" de pacientes con LEG al protocolo de anergia

mediante el tratamiento con ionomicina.

2.Determinar los efectos de la sobre-expresion de Cbl-b en el fenotipo de
células T normales y de pacientes con LEG, en términos de proliferacion celular

y funcién efectora (produccion de citocinas).
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7. MATERIAL Y METODOS

Pacientes y Controles. Se estudiaron pacientes con diagnostico de LEG
acorde a los criterios de clasificacion del Colegio Americano de Reumatologia
31 provenientes del servicio de consulta externa de reumatologia vy
hospitalizacion del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador
Zubiran. Se obtuvo la informacion clinica relevante a partir de su expediente.

Se registro la actividad de su enfermedad el dia de la toma de la muestra de

acuerdo al indice SLEDAI *2.

Criterios de Inclusion
Pacientes:

e Pacientes de 18 a 45 afios de edad con diagnostico de LEG segun los
criterios del Colegio Americano de Reumatologia, en remision
(SLEDAI=0) ¢ activos (SLEDAI >5).

e Sin antecedentes 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.

e Aceptacion voluntaria de ingreso al estudio (consentimiento informado).

Controles:
e Individuos sanos de 18 a 45 anos de edad.

e Sin antecedentes heredo familiares de LEG.

14



Criterios de Exclusion
« Diagnéstico de intolerancia a carbohidratos o Diabetes Mellitus .
e Diagnodstico de neoplasia al momento de la toma de muestra o en los 5
afos previos.
¢ Diagndstico de embarazo o puerperio.
El protocolo fue aprobado por el comité de ética Institucional. La participacion
de los pacientes y controles fue voluntaria; cada individuo firmé una hoja de
consentimiento informado.
Obtencion de células. Los experimentos se realizaron con células T
CD4" obtenidas de sangre periférica. A cada sujeto se le extrajeron 60-100 mL
de sangre venosa periférica que fue anticoagulada con heparina. Se separaron
las células mononucleares, por centrifugacion a través de gradientes de
densidad (Ficoll-Hypaque). Las células CD4" se obtuvieron por medio de
microesferas magnéticas por seleccidon negativa, con una pureza mayor a
98%.
Expresion de Cbl-b. Se obtuvieron células T CD4" de pacientes con
LEG y controles. Se trabajaron los siguientes estados funcionales: a)Reposo:
Medio de cultivo RPMI; b)Activacion: Primer estimulo con anti-CD3 (5 ug/ml)
unido a placa y anti-CD28 (2.5 ug/ml) soluble por 18 horas, posteriormente las
células fueron lavadas y se dejaron en reposo con RPMI suplementado por 48
horas y posteriormente se les aplicd el segundo estimulo con anti-CD3 (5
pg/ml) unido a placa y anti-CD28 (2.5 ug/ml) soluble por 96 horas, posterior a lo
cual, las células fueron cosechadas para evaluar la respuesta proliferativa y
efectora; c) Anergia: Primer estimulo con ionomicina 1uM por 18 horas,

posteriormente las células fueron lavadas y se dejaron en reposo con RPMI15



suplementado por 48 horas y posteriormente se les aplicé el segundo estimulo
con anti-CD3 (5 ug/ml) unido a placa y anti-CD28 (2.5 pg/ml) soluble por 96
horas, posterior a lo cual, las células fueron cosechadas para evaluar la
respuesta proliferativa y efectora. Las muestras para expresion de Cbl-b se
obtuvieron posterior al primer estimulo.

a) Expresion de RNAm: Se obtuvo RNA total de las células T en los
diferentes estados funcionales previamente descritos, posterior al primer
estimulo. Se empleé la técnica de purificacion RNeasy (QIAGEN) vy
posteriormente se sintetizd DNAc por RT-PCR mediante el empleo de
polimerasa AMVRT. Se amplificaron por medio de PCR en tiempo real usando

primers especificos para cbl-b: Reverse 5>CCCTTATTTCAAGCCCTGATT3'; Forward 5'
TCCTCCCATCAGGATAAAGAT 3'.

b) Expresion de proteina: Se obtuvieron lisados de las células T en los
diferentes estados funcionales previamente descritos, posterior al primer
estimulo y se evaluo la expresion de la proteina Cbl-b mediante western blot.
Brevemente, las células fueron lisadas con buffer de lisis ELB y posteriormente
se realizd electroforesis en geles SDS-PAGE al 9% vy transferencia a
membranas de nitrocelulosa. Se empled el anticuerpo primario especifico para
Cbl-b (IgG, ratén, Santa Cruz) y anticuerpo secundario anti-raton. Se reveld
mediante quimioluminiscencia con ECL. Se obtuvieron las autoradiografias y se
analizaron mediante densitometria y se normalizé con beta-actina.

Cuantificacion de proliferacidon. Previo a la aplicacion del protocolo de
reactivacion, las células T fueron incubadas con éster de diacetato succinimidil
carboxifluoresceina (CFSE). Después del estimulo, se cuantificé la

fluorescencia de las células en un citdmetro de flujo. La proliferacion se
16



calculo de acuerdo al indice de proliferaciéon celular e

Cuantificacion de citocinas y moléculas de activacién. Se midi6 la
produccion de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, IFN-y y TNF-a por luminometria en
los sobrenadantes de los cultivos celulares. Se cuantificé (con anticuerpos
especificos y citometria de flujo) la expresién de CD69, CD83 y CD40L como
marcadores de activacion celular y coestimulacion.

Sobre-expresion de Cbl-b. Se transfectaron células T CD4" de
pacientes y controles con un plasmido que contiene el cDNA silvestre de Cbl-b
(pCEFL) mediante el método de lipofectamina y se determinaron los efectos
sobre las vias de senalizacion a través del TCR (p-PKC, p-Akt, p-PI3K,
pPMAPK) mediante western blot.

Estados Funcionales post-transfeccion. Las células CD4"
transfectadas se estudiaron en diferentes estados: A) Post induccién de
anergia: Se empled anergia inducida por ionomicina *°. Las células T CD4*
fueron estimuladas con ionomicina (1 uM, 400 ng/ml) durante 18 horas. Se
mantuvieron en cultivo con RPMI 1640 adicionado con 10% de suero bovino
fetal hasta completar 48 horas post-transfeccién. Posteriormente las células
fueron cosechadas, lavadas y re-estimuladas durante diferentes tiempos (5,
10’,15’) con anti-CD3 (5 pg/ml) y anti-CD28 (2.5 ug/ml) solubles. Se utlizd
como control aquellas células que no fueron pretratadas con ionomicina, pero
que a las 48 horas post-transfecciéon fueron re-estimuladas durante 5, 10°,15’
con anti-CD3 (5 pg/ml) y anti-CD28 (2.5 pg/ml) solubles.

Expresion de cinasas asociadas al TCR. Se obtuvieron células T CD4"
de pacientes con LEG y controles. Se transfectaron y después de 48 horas y

bajo las condiciones experimentales mencionadas previamente, se
17



obtuvieron las células T para su analisis por western blot. Brevemente, las
células fueron lisadas con buffer de lisis ELB y posteriormente se realizd
electroforesis en geles SDS-PAGE al 9-11% vy transferencia a membranas de
nitrocelulosa. Se emplearon los anticuerpos primarios especificos: p-Akt, p-
PKC®, p-PI3K, p-MAPK (ERK1/2), Akt, PKCO, PI3K, MAPK (ERK1/2) 'y
anticuerpos secundarios anti-conejo. Se revelé mediante quimioluminiscencia
con ECL. Se obtuvieron las autoradiografias y se analizaron mediante

densitometria con normalizacién con proteinas totales.

Analisis Estadistico. Los resultados fueron expresados en términos de
media y desviacion estandar o mediana e intervalo intercuartilar, dependiendo
de la distribucién de la muestra. Se realizdé la comparaciéon entre grupos por
variable desenlace mediante t de Student, ANOVA, U Mann Whitney o Kruskall
Walllis segun fue conveniente. Se consideré como significancia estadistica una
p<0.05. El analisis se realizara con apoyo del programa estadistico SPSS para

Windows version 16.0.

Consideraciones Eticas

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

Los investigadores se apegaron a los preceptos de la Declaracién de Helsinki.
Asi mismo, seguimos los lineamientos éticos en materia de investigacion que

sefala la Norma Oficial Mexicana (NOM 166-SSA1-1997).
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8. RESULTADOS

1. Evaluaciéon de la respuesta proliferativa en linfocitos T CD4" de
pacientes con LEG

Se incluyeron a 20 pacientes con diagnostico de LEG (11 en remisiéon y 9
activos), y 20 controles sanos, ajustados por edad y género, cuyas
caracteristicas demograficas y clinicas se describen en la Tabla 1.

Se obtuvieron CMN de sangre periférica y se purificaron linfocitos T CD4". La
respuesta proliferativa fue evaluada mediante citometria de flujo por el método
de dilucion de CFSE. Las células fueron cosechadas después del segundo
estimulo.

Posterior a la induccidn de activaciéon, se observd una menor respuesta
proliferativa en los linfocitos T CD4" de los pacientes con LEG en comparacion
con controles (100.4 £ 36.2 vs 577.5 + 102, p= 0.001). Ante el protocolo
anergizante con ionomicina, los linfocitos T CD4" de los pacientes con LEG
mostraron mayor proliferaciéon vs controles (293.9 + 117.3 vs 16.7 + 6.3,
p=0.031). La respuesta proliferativa en las diferentes condiciones
experimentales se muestran en la Figura 1. No se encontraron diferencias para
los indices de proliferacion entre pacientes activos en comparacion con
aquellos en remision.

En resumen, los linfocitos T CD4" de los pacientes con LEG presentan una
respuesta aberrante ante el protocolo anergizante con ionomicina, lo cual
corresponde al fendbmeno de resistencia a anergia, previamente descrito en

modelos murinos de LEG.
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2. Analisis de la respuesta efectora en linfocitos T CD4" de pacientes con
LEG

2.1 Produccién de citocinas ante diferentes condiciones experimentales
La induccion de anergia se caracteriza tanto por disminucion en la proliferacion,
como en la sintesis de IL-2, por lo que evaluamos la producciéon de esta
citocina y otras, en los sobrenadantes de cultivos celulares posterior a la re-
estimulacién antigénica.

Los linfocitos T CD4" de pacientes con LEG mostraron disminucion en la
produccion de IL-2 posterior al protocolo de activacion in vitro en comparacion
con los controles sanos. Por su parte, posterior al tratamiento con ionomicina,
se documento incremento en los niveles de IL-2 en los cultivos celulares de los
linfocitos T CD4" de pacientes con LEG al compararse con los controles (99 *
38.6 pg/ml vs 11.9 + 4.8 pg/ml, p= 0.040) (Figura 2). Este incremento aberrante
en la produccion de IL-2 forma parte del denominado fenédmeno de resistencia
a anergia.

Debido a que existe controversia en cuanto a la produccidon de otras citocinas
ante el protocolo anergizante, se evaluaron también IL-1, IL-4, IL-6, IL-10, IL-
17, TNFa e IFNy. Posterior al tratamiento con ionomicina, encontramos
incremento en la produccion de IL-4 (26.1 + 7 pg/ml vs 8.8 + 2.9 pg/ml, p=
0.036) e IL-17 (718.9 £ 262.1 pg/ml vs 96 * 67 pg/ml, p= 0.035) y disminucién
en IL-10 (165.1 £ 68.7 pg/ml vs 1217.7 + 596.9 pg/ml, p= 0.030) en los
sobrenadantes de cultivos de linfocitos T CD4+ de pacientes con LEG en
comparacion con controles, tal como se muestra en la Figura 3. No se

encontraron diferencias significativas en ninguna de las otras citocinas
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evaluadas. Tampoco se encontraron diferencias para ninguna citocina entre
pacientes activos en comparacion con aquellos en remision.

En resumen, el fendmeno de resistencia a anergia en LEG se caracteriza no
solo por el incremento aberrante en la produccion de IL-2, sino por un

desequilibrio tanto en citocinas pro-inflamatorias como supresoras.

2.2 Expresion de marcadores de activacion y coestimulacion ante
diferentes condiciones experimentales

La respuesta proliferativa, sintesis de citocinas y expresiéon de diversos
marcadores de activacion y coestimulacion estan intimamente relacionados con
la respuesta del linfocito T ante diversos estimulos.

Debido a que encontramos diferencias claras en la respuesta proliferativa y
produccion de citocinas en los linfocitos T CD4" de pacientes con LEG vs
controles ante el protocolo anergizante, decidimos evaluar la respuesta en
términos de la expresion de marcadores de activaciéon (CD69 y CD83) y
coestimulacion (CD40L) ante las diferentes condiciones experimentales. Ante el
protocolo anergizante con ionomicina, encontramos incremento en el
porcentaje de células CD4°'CD69" (20.1 + 4.7 vs 2.1 * 0.78, p<0.001);
CD4'CD83" (30.7 + 4.2, vs 10.1 = 1.1, p=0.001) y CD4"CD40L" (33.6 + 3.5 vs
15.1 £ 2.5, p<0.001) en pacientes con LEG al compararse con el de los
controles sanos. El porcentaje de células positivas para dichos marcadores
ante las diferentes condiciones experimentales se muestra en la Figura 4. No
se documentaron diferencias entre pacientes activos vs remision.

Estos datos sugieren que el incremento aberrante en la expresion de

marcadores de activacion y coestimulaciéon pueden ser considerados como
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parte del fenotipo de resistencia a anergia en pacientes con LEG.

3. Expresion de Cbl-b en los linfocitos T CD4" de pacientes con LEG
(RNAm y proteina)

La ligasa de ubicuitina Cbl-b es considerada como un factor de anergia que
funciona como molécula adaptadora entre la sintesis de IL-2, la proliferacién y
el requerimiento de coestimulacién. Debido a que nuestros hallazgos previos
demuestran que los linfocitos T CD4" de los pacientes con LEG muestran un
fenotipo de resistencia a anergia, nos preguntamos si dicho fenotipo pudiera
estar asociado al defecto en productos del programa genético inducido por
anergia, particularmente la ligasa de ubicuitina Cbl-b.

Para evaluar lo anterior, analizamos la expresién de Cbl-b en linfocitos T CD4"
de pacientes con LEG en comparacion con controles sanos posterior a la
induccion de anergia con ionomicina. Brevemente, se obtuvieron CMN de
sangre periférica y posteriormente se seleccionaron linfocitos T CD4" por
seleccion negativa mediante microesferas magnéticas. Se evaluo la expresiéon
del transcrito de Cbl-b en las siguientes condiciones experimentales: 1)
Activacion: Las células T CD4" fueron estimuladas con anti-CD3 unido a placa
(5 pg/ml) y anti-CD28 soluble (2.5 pg/ml) por 18 horas (primer estimulo),
posteriormente se lavaron y fueron dejadas en reposo en medio de cultivo
RPMI suplementado por 48 horas. Posterior al reposo, las células fueron
lavadas y re-estimuladas con anti-CD3 unido a placa (5 pg/ml) y anti-CD28
soluble (2.5 pug/ml) por 96 horas (segundo estimulo); 2) Anergia: Las células T
CD4" fueron estimuladas con ionomicina (1uM) por 18 horas, posterior a lo cual

las células fueron dejadas en reposo en RPMI suplementado por 48 horas y
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posteriormente se re-estimularon como se describié previamente; 3) Reposo:
Las células fueron mantenidas bajo los tiempos previamente mencionados en
medio RPMI suplementado. Para las 3 condiciones experimentales, el material
para RNA total fue obtenido posterior al primer estimulo.

Posterior a la induccion de anergia con ionomicina, encontramos disminucion
en la expresion normalizada del transcrito de Cbl-b en los linfocitos T CD4" de
pacientes con LEG en comparacion con controles sanos (0.21 £ 0.04, vs 0.47 +
0.04, p<0.001). Interesantemente, la expresion de Cbl-b también fue menor
posterior al protocolo de activacién en las muestras de pacientes con LEG, sin
alcanzar signficancia estadistica (Figura 5A).

Posteriormente, evaluamos la expresion de Cbl-b a nivel de proteina bajo las
condiciones experimentales descritas previamente mediante western blot. Los
linfocitos T CD4" de pacientes con LEG mostraron menor expresion de Cbl-b
ante condiciones anergizantes en comparacion con controles (0.85 + 0.09, vs
1.75 £ 0.39, p<0.001). La expresion normalizada de Cbl-b (proteina) ante las
diferentes condiciones exprerimentales en los grupos de estudio se muestra en
la Figura 5B. Asi mismo, cabe destacar que no se encontraron diferencias
entre pacientes con LEG activo y aquellos en remision, tal como se muestra en
la Figura 5C. Tanto para la expresion del transcrito como para la de la proteina
de Cbl-b no se encontraron diferencias entre pacientes activos vs aquellos en

remision.

4. Expresion de Cbl-b en diferentes subpoblaciones de linfocitos CD4"
Estudios previos han demostrado que la susceptibilidad a la induccién de

anergia es diferente entre los linfocitos T CD4" virgenes y de memoria,
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siendo las células de memoria mas resistentes a la induccion de anergia36’ 3

Por lo anterior, decidimos evaluar si el defecto en la expresiéon de Cbl-b que se
asocia a la resistencia de anergia dependia de la subpoblacion de linfocitos T
CD4" evaluados.

Incluimos 6 pacientes con diagnéstico de LEG (3 en remisién y 3 con LEG
activo) y 6 controles sanos ajustados por edad y género. Purificamos las
células T CD4" virgenes y de memoria efectoras mediante seleccion con
microesferas magnéticas, con una pureza aproximada del 97%. Encontramos
que la expresion de Cbl-b evaluada mediante western blot fue
significativamente menor en pacientes con LEG en comparacion con controles
sanos, sin encontrar diferencias significativas entre linfocitos T CD4" virgenes y
de memoria (Figura 6).

En sangre periférica, no se documentaron diferencias en el porcentaje de
células virgenes vs memoria efectoras entre pacientes y controles. Debido a
que las células virgenes son mas susceptibles a la induccion de anergia y que
encontramos que los pacientes con LEG tienen menor cantidad de células
virgenes en sangre périferica en comparacion con controles sanos (12.67% vs
3.97%, p<0.05), el fendbmeno de resistencia a anergia observado podria ser
secundario a un efecto predominante sobre las células de memoria efectoras.
Sin embargo, no se encontro diferencia significativa en la expresion de Cbl-b
entre células virgenes y de memoria efectoras en pacientes con LEG.

Por lo anterior, podemos concluir que el defecto en la expresion de Cbl-b
posterior a la induccion de anergia es global y no depende del estado de

activacion del linfocito T CD4".
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Dicho defecto no depende de la actividad de la enfermedad y puede
considerarse un defecto intrinseco de los linfocitos T CD4" de pacientes con

LEG.

5. Cinética de las proteinas fosforiladas asociadas a la senalizacién a
través del receptor de células T

Decidimos evaluar la respuesta a las condiciones de activacion y anergia en
términos de la expresion de proteinas fosforiladas asociadas a la sefializacion a
través del TCR, algunas de las cuales son sustratos de Cbl-b. Para lo anterior,
se aislaron CMN de sangre periférica de controles sanos y posteriormente se
purificaron linfocitos T CD4". Se evaluaron las siguientes condiciones
experimentales: A) Activacion: anti-CD3 (5 upg/ml) y anti-CD28 (2.5 ug/ml)
solubles y B) Anergia: lonomicina 1uM. Se estimularon a los linfocitos T CD4" a
los siguientes tiempos: 2 min, 5 min, 10 min y 15 min. La expresion de p-Akt, p-
MAPK y p-PKC6 no mostré diferencias significativas en ambas condiciones
experimentales. Por lo anterior, se repiti6 el experimento, incluyendo un
estimulo de anergia de por lo menos 16 horas y posteriormente se realiz6 la
cinética ya descrita, encontrandose una disminucion en la expresion de p-Akt y
un aumento en la expresion de p-MAPK posterior al pre-tratamiento con
ionomicina en comparaciéon con aquellas células que no habian sido pre-
tratadas con ionomicina.

El perfil de fosforilacion global mostré un incremento en las proteinas
fosforiladas posterior al pre-tratamiento con ionomicina, lo cual se asocié a un
incremento en la expresion de Cbl-b. Dicho experimento se realizé empleando

también como protocolo anergizante, la estimulacion con anti-CD3 (5 pg/ml)



en ausencia de coestimulacion, con lo cual obtuvimos resultados comparables

a aquellos encontrados en las células tratadas con ionomicina (Figura 7).

6. Sobre-expresion de Cbl-b en linfocitos T CD4" primarios. Papel en la
regulacion de la sefalizacion a través del receptor de células T.

6.1 Linfocitos T CD4" primarios humanos de controles sanos.

Estudios previos han demostrado que Cbl-b es una ligasa de ubicuitina, que
forma parte del programa genético asociado a anergia y funciona como
molécula adaptadora entre la proliferacion, la sintesis de IL-2 y el requerimiento
de coestimulacion a través de CD28. El defecto en la expresion de esta ligasa
de ubicuitina se asocia al fendmeno de resistencia a anergia en linfocitos T
CD4" de pacientes con LEG. Por lo anterior, decidimos evaluar los efectos de
la sobre-expresion de esta ligasa de ubicuitina en términos de la expresion de
diversas proteinas fosforiladas asociadas a la sefializacion del receptor de
células T, que incluyen p-PKCB y p-PI3K, que se conocen como sustrato de
esta ligasa y otras como p-Akt y p-MAPK, las cuales son basicas para evaluar
la regulacién de la senalizacion del TCR.

Los experimentos se realizaron con controles sanos, de diferente género, la
mayor parte de ellas mujeres, con una media de edad de 32 anos. Se empled
el plasmido pCEFL que contiene el cDNA silvestre de Cbl-b marcado con HA
(donado por el Dr. Stanley Lipkowitz, NIH). Las transfecciones se realizaron en
linfocitos T CD4" mediante el método de lipofectamina, bajo las condiciones
experimentales descritas en Material y Métodos. La eficiencia de transfeccion
se evaluo mediante la determinacién de HA por western blot y mediante la

cotransfeccioén con el plasmido EGFP.
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Tomando en cuenta los experimentos de cotransfeccion, la eficiencia de
transfeccion fue de 30-45%.

Se evaluod la expresion de p-PKC8, p-Akt, p-PI3K y p-MAPK, documentandose
disminucién en la expresion de p-Akt y aumento en p-PKCB y p-MAPK en
linfocitos T CD4" primarios que sobre-expresaban Cbl-b y pre- tratados con

ionomicina. (Figura 9A, B, C)

6.2 Linfocitos T CD4" primarios humanos de pacientes con LEG.

Nuestros hallazgos demuestran un defecto en la expresion de Cbl-b en
pacientes con LEG, el cual se asocio al fendmeno de resistencia a anergia,
caracterizado por incremento en la proliferacién y produccion de IL-2 ante la
re-estimulacion antigénica. Este fendmeno de resistencia a anergia no ha sido
evaluado a detalle en términos de las alteraciones en la regulacion de la
senalizacion a través del TCR que se asocian con dicho fenédmeno.

Asi mismo, tampoco se ha evaluado si dichas alteraciones pueden ser
reversibles al sobre-expresar Cbl-b.

Por lo anterior realizamos los experimentos de sobre-expresion de Cbl-b en
pacientes con LEG. Se incluyeron 6 pacientes con LEG (4 en remisién y 2
activos sin tratamiento inmunosupresor). Se evaluaron cinasas tales como p-
PKCB8. p-Akt y p-MAPK. Estos experimentos se realizaron bajo las condiciones
previamente descritas para linfocitos T CD4" de controles sanos.

Los resultados muestran que los linfocitos T CD4" de pacientes con LEG que
sobre-expresan Cbl-b y pre-tratados con ionomicina, a los 5 y 10 minutos
posteriores a la re-estimulacién antigénica (anti-CD3 y anti-CD28) mostraron

incremento en la expresion de p-MAPK en comparacion con los linfocitos T
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CD4" que no sobre-expresan Cbl-b. Sin embargo, la expresion de p-Akt fue
variable tanto en pacientes como en controles sanos.

Tomando en cuenta los hallazgos previos en cuanto al incremento de p-MAPK
como marcador de anergia, la sobre-expresion de Cbl-b en linfocitos T CD4" de
pacientes con LEG podria asociarse a la reversibilidad del fenobmeno de

resistencia a anergia.
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9. DISCUSION

Nuestros datos muestran que los linfocitos T CD4+ de pacientes con LEG
presentan un defecto en la expresion de la ligasa de ubicuitina Cbl-b asociado
al fenotipo de resistencia a anergia, mediante un protocolo anergizante con
ionomicina. Asi mismo, este fenotipo se asocia a un desequilibrio en la
produccion de citocinas pro-inflamatorias y supresoras e incremento en los
marcadores de activacion y co-estimulacion.

Las ligasas de ubicuitina como Cbl-b han sido ampliamente reconocidas como

6, 38, 39

factores de anergia , las cuales estan incluidas dentro del programa

genético asociado a anergia y dependiente de la via de calcio-calcineurina '% 2.
Cbl-b es capaz de regular el umbral de activacion del linfocito T, a través de
diferentes mecanismos, tales como funcionar como una molécula adaptadora
entre la senalizacion a través del complejo TCR/CD2 y la co-estimulacion
mediante moléculas B2 con la sintesis de IL-2, posterior a las sehales de
activacion. Asi mismo, se ha demostrado que esta ligasa de ubicuitina modula
la respuesta del linfocito T al inducir la internalizaciéon del TCR posterior a la
union del ligando ™.

A pesar de que la deficiencia de ligasas de ubicuitina, como Cbl-b se ha
asociado al desarrollo de autoinmunidad espontanea y adquisicién del fenotipo
de resistencia a anergia en los modelos murinos "> '®. Especificamente, en
LEG, se han descrito una gran variedad de alteraciones a nivel de los linfocitos
T, incluyendo una respuesta deficiente ante el estimulo mitogénico in vitro ,
alteraciones en la sefalizacion a través del TCR, multiples defectos

transcripcionales a nivel de IL-2 y resistencia a anergia, a pesar de mostrar

simultdaneamente un estado de mayor activacion de diversas cinasas
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asociadas al TCR, lo cual también se ha considerado como un defecto
caracteristico de células anérgicas ' 24 401,

El trabajo de Yi 2’ mostrd deficiencia en la expresion de la forma fosforilada de
Cbl (homélogo de Cbl-b) en lisados provenientes de lineas celulares
transitorias obtenidas de pacientes con LEG, sin encontrar diferencias en la
expresion de la forma no fosforilada posterior a la induccion de anergia a
tiempos cortos (10 minutos). Sin embargo estas células mostraron parte del
fenotipo de resistencia a anergia, caracterizado por incremento en la
produccion de IL-2, posterior al estimulo anergizante.

Recientemente, Doniz-Padilla L, et al. reportaron que pacientes mexicanos con
LEG presentan una discreta disminucién en la expresion de Cbl-b en sangre
periférica en asociacion al polimorfismo 2126(A/G) del gen de Cbl-b®. Sin
embargo, cabe destacar que la expresion de Cbl-b fue evaluada en condiciones
basales y en células mononucleares totales.

Nuestro trabajo es el primero que reporta la deficiencia de la ligasa de
ubicuitina Cbl-b, tanto a nivel del transcrito como en proteina en linfocitos T
CD4" de pacientes con LEG en comparacién con controles sanos, posterior a la
induccion de anergia con ionomicina, lo cual a su vez se asoci6 al fenotipo de
resistencia a anergia. Cabe destacar que existen multiples diferencias

2 pues en éste, se

metodoldgicas en comparacién con el trabajo de Yi
emplearon lineas celulares transitorias, las cuales pueden tener diferencias en
el umbral de activaciéon/anergia dado que fueron estimuladas previamente con
IL-2, la cual sabemos que se encuentra deficiente en sujetos con LEG. Asi

mismo, la evaluacion de la expresidn se realizé a tiempos cortos (10 min) y

experimentos realizados en nuestro laboratorio muestran que la expresion a
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tiempos cortos es muy erratica, probablemente asociada a diversas
modificaciones postraduccionales. Nuestros hallazgos complementan los
previamente reportados en poblacion mestizo-mexicana 28

Nuestro trabajo es el primero en corroborar la presencia del fenbmeno de
resistencia a anergia en los linfocitos T CD4" de pacientes con LEG, pues solo
se habia documentado en los modelos murinos.

Estudios previos han demostrado que la susceptibilidad a la induccion de
anergia es diferente entre los linfocitos T CD4" virgenes y de memoria, siendo
las células de memoria mas resistentes a la induccién de anergia®® *’. Dicha
resistencia a la anergia podria estar relacionada con un defecto predominante
de Cbl-b en esta subpoblacién celular en LEG. Sin embargo nosotros no
encontramos ni incremento en el porcentaje de células de memoria en sangre
periférica de pacientes con LEG ni diferencias en la expresion de Cbl-b entre
células virgenes y de memoria efectoras. Por lo anterior, podemos concluir que
en LEG, el defecto en la expresiéon de Cbl-b posterior a la induccién de anergia
es global y no depende del estado de activacion del linfocito T CD4".

Dentro de la respuesta a estimulos mitogénicos, nuestros resultados

24, 40,52 an términos

concuerdan con lo previamente reportado en la literatura
de una respuesta proliferativa y sintesis de IL-2 deficiente in vitro.

Sin embargo posterior a la induccién de anergia, los linfocitos T CD4+ de
pacientes con LEG se caracterizan por un incremento aberrante en la sintesis
de IL-2. De hecho, esta sintesis incrementada de IL-2 pudiera funcionar como
mecanismo para perpetuar la resistencia a anergia, pues la senalizacion a

través del receptor de IL-2 mediada a través de JAK3 and mTOR es capaz de

inhibir la expresion de algunos de los productos del programa genético de
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anergia, dentro de los cuales se incluye Cbl-b 3 Los datos previamente
mencionados son consistentes con el hecho de que la adicién de IL-2 exdgena
a dosis altas es capaz de revertir la induccion de anergia 9.35

Nuestros resultados muestran también un desequilibrio a nivel de otras
citocinas, con un incremento en |IL-4 e IL-17 y disminucion en IL-10, posterior al
tratamiento con ionomicina en los linfocitos T CD4" de pacientes con LEG en
comparacion con controles sanos. El trabajo de Villarino A, ** mostré que con
la induccién de un protocolo de tolerancia adaptativa, los linfocitos T de ratones
DO11mostraron disminucion en la producciéon de IL-4 e IL-17. Estos autores
demuestran que existe un incremento en la produccion del RNAm para dichas
citocinas, sin embargo documentan que los linfocitos T autoreactivos presentan
un bloqueo a nivel traduccional, que involucra elementos ricos en AU. Nuestros
resultados concuerdan con dichos hallazgos, pues los linfocitos T de pacientes
con LEG que son resistentes a anergia muestran el fenotipo contrario,
caracterizado por niveles elevados de IL-4 e IL-17. Este incremento puede ser
efecto de modificaciones epigenéticas®® como se ha demostrado para otras
citocinas como IFNy. De hecho nuestros hallazgos concuerdan con reportes
previos en los cuales los niveles elevados de IL-17 son caracteristicos de
LEG®, sin embargo nuestro trabajo es el primero en demostrar que este
fendmeno ocurre no solo posterior a la activacion mitogénica, si no también
ante un protocolo anergizante. Por otra parte, la disminucion en los niveles de
IL-10 es un hallazgo novedoso, pues demuestra como en LEG, la produccion
de esta citocina es muy dependiente del estado de activacién del linfocito T.
Acorde a trabajos previos, posterior a la estimulacion mitogénica, se

documenté incremento en los niveles de IL-10 en comparacion con los
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linfocitos T de controles sanos. Sin embargo, posterior al protocolo anergizante
con ionomicina, nosotros encontramos disminucion de la produccién de esta
citocina en los linfocitos T de pacientes con LEG. Estos hallazgos concuerdan
con lo reportado por Waiczies S *’, quien documenté el requerimiento de IL-10
para la induccién de anergia por atorvastatina en linfocitos T humanos
especificos para PBM (proteina basica de mielina). Por lo anterior, la
disminucién en la produccion de IL-10 pudiera funcionar como un mecanismo
asociado a la resistencia a la induccién de anergia en LEG.

En cuanto a la expresidon de marcadores de activacién, nosotros encontramos
un incremento en los marcadores de activacion, tales como CD69, lo cual es
opuesto a lo reportado por Zhang et al®® en células T de ratones Cbl-b " . Sin
embargo, dicha diferencia puede radicar en que el defecto de Cbl-b en los
pacientes con LEG no es una deficiencia absoluta, como en el caso de los
ratones transgénicos. Ademas actualmente su impacto funcional no ha sido
elucidado. Por otra parte, nuestros resultados en cuanto a incremento
persistente en la expresion de CD40L, corresponden a lo reportado por Yi et
al*” y pueden corresponder a uno de los mecanismos por el que las células T
de los pacientes con LEG sobre-expresan CD40L como mecanismo
compensador para tratar de revertir la resistencia a anergia. Recientemente se
han descrito CD40L *° y CD83%como sustratos de otra ligasa de ubicuitina
denominada GRAIL. En nuestro estudio encontramos incremento persistente
de la expresién de dichos marcadores, lo cual podria sugerir que sean
sustratos compartidos entre GRAIL y Cbl-b.

Estudios previos han mostrado que la induccion de anergia clonal mediante el

empleo de ionomicina o con estimulacion mediante anti-CD3 en ausencia de
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coestimulacion a través de CD28 se asocia a disminucién en la fosforilacion de
diversas cinasas asociadas al TCR como Akt, PI3K, PKC8 y MAPK®'®3. Sin
embargo, otros trabajos han mostrado que la induccion de anergia mediante
ionomicina puede no asociarse a cambios en la activacion de MAPK®* ¢ La
mayor parte de la evidencia a este respecto proviene de lineas celulares
murinas y no de linfocitos T primarios humanos, lo cual puede explicar
parcialmente la discrepancia con nuestros hallazgos.

Se ha reportado que niveles altos de pMAPK son capaces de promover el
arresto en el ciclo celular mediante la induccidon de la expresion de inhibidores
CDK como p27XP1%%8 De hecho, la induccion de anergia clonal se ha
asociado a su vez al arresto en el ciclo celular, especificamente aquella
inducida por ionomicina y atorvastatina®”. Nuestros hallazgos concuerdan con

los reportados por Waiczies S et al®’

en los que la induccion de anergia se
asocio con incremento sostenido en pERK1. Sin embargo sera necesario
corroborar dichos hallazgos mediante la evaluacién de p27<*".

Nuestros hallazgos sugieren que los linfocitos T CD4" que sobre-expresan Cbl-
b y pre-tratados con ionomicina responden a la re-estimulacion antigénica
mostrando una expresion diferencial de las vias de activacion asociadas a la
sefalizacion a través del TCR. La sobre-expresion de Cbl-b y el pre-tratamiento
con ionomicina se asocio a incremento en la expresion de p- PKCO y p-MAPK y
disminucién en la via pAkt-pPI3K. Lo anterior podria estar en relacién a
multiples cambios metabdlicos que favorecen la senalizacion a través de PKCO

y MAPK, los cuales podrian estar relacionados con la regulacion de DAG y

constituir un mecanismo para el mantenimiento del estado anérgico.
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Tomando en cuenta los hallazgos previos en cuanto al incremento de p-MAPK
como marcador de anergia, la sobre-expresion de Cbl-b en linfocitos T CD4" de
pacientes con LEG podria asociarse a la reversibilidad del fenobmeno de

resistencia a anergia.
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10. CONCLUSIONES

Los linfocitos T CD4" de pacientes con LEG muestran un defecto en la
expresion de la ligasa de ubicuitina Cbl-b, asociado a la presencia del fenotipo
de resistencia a anergia (incremento en la proliferaciéon y sintesis de IL-2). Asi
mismo, nuestros resultados sugieren que el incremento en la produccién de IL-
4 e IL-17 y la disminucion de IL-10, asi como la expresion incrementada de
CD69, CD83 y CD40L forman parte del fenotipo de resistencia a anergia en
LEG. Por otra parte, el defecto en la expresion de Cbl-b en LEG no depende
del estado de diferenciacién del linfocito T, pues se encontré tanto en células
virgenes como de memoria efectoras y no depende de la actividad de la
enfermedad.

Por otra parte, la sobre-expresién de Cbl-b y el pre-tratamiento con ionomicina
en linfocitos T CD4" primarios de controles sanos se asocia a un perfil de
expresion diferencial de diversas proteinas fosforiladas asociadas a la
senalizacion del TCR, tales como incremento en la expresion de p-MAPK y p-
PKCB y una disminucién en p-Akt y p-PI3K.

Los linfocitos T CD4" de pacientes con LEG que sobre-expresan Cbl-b y
fueron pre-tratados con ionomicina, muestran incremento en la expresion de p-
MAPK y disminucion en p-Akt, lo cual sugiere la reversibilidad del fenotipo de

resistencia a anergia ante la sobre-expresion de dicha ligasa de ubicuitina.
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12. ANEXOS

Tabla 1. Caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes con

LEG.

Variable Media * DE 6 Frecuencia
Edad © 354+75
Género Femenino 17/20
Tiempo de diagnéstico * 8+2.2
Tiempo en remision ®° 5+1.8
SLEDAI (puntos) 12+ 3.3
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Figura 1. Proliferacion de linfocitos T CD4" de pacientes con LEG y de
controles ante la induccién de anergia.
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Condiciones Experimentales

Las células T CD4+ de 20 pacientes con LEG y 20 controles sanos fueron aisladas y estimuladas con anti-CD3 (5
pg/ml) unido a placa y anti-CD28 soluble (2.5 pg/ml) o lonomicina 1 uM por 18 hs (primer estimulo), posteriormente se
lavaron y dejaron en reposo por 48 horas y posterior se re-estimularon en las mismas condiciones del primer estimulo,
pero por 96 horas. Posterior a lo cual, las células fueron cosechadas y se evalué la respuesta proliferativa mediante42
CFSE por citometria de flujo. A) Imagen representativa de 3 diferentes experimentos. B) Datos acumulados del
indice de proliferacion de los 20 sujetos por grupo. * p<0.05 LEG vs controles sanos.



Figura 2. Produccién de IL-2 en sobrenadantes de cultivos de linfocitos T

CD4" de pacientes con LEG y de controles ante la induccién de anergia.
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Las células T CD4+ de 20 pacientes con LEG y 20 controles sanos fueron aisladas y estimuladas con anti-CD3 (5
ug/ml) unido a placa y anti-CD28 soluble (2.5 ug/ml) o lonomicina 1 uM por 18 hs (primer estimulo), posteriormente se
lavaron y dejaron en reposo por 48 horas y luego se re-estimularon en las mismas condiciones del primer estimulo,
pero por 96 horas. Posterior a lo cual, las células fueron cosechadas y se evalué la produccién de IL-2 en los
sobrenadantes de los cultivos celulares mediante luminometria ante las diferentes condiciones experimentales.

* p<0.05 LEG vs controles sanos.
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Figura 3. Produccién de citocinas pro-inflamatorias y supresoras en

sobrenadantes de cultivos de linfocitos T CD4" de pacientes con LEG y de

controles ante la induccién de anergia.
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Las células T CD4+ de 20 pacientes con LEG y 20 controles sanos fueron aisladas y estimuladas con anti-CD3 (5
ug/ml) unido a placa y anti-CD28 soluble (2.5 pg/ml) o ionomicina 1uM por 18 hs (primer estimulo), posteriormente se
lavaron y dejaron en reposo por 48 horas y luego se re-estimularon en las mismas condiciones del primer estimulo,
pero por 96 horas. Posterior a lo cual, las células fueron cosechadas y se evalu6 la produccion de IL-4, IL-17A e IL-10
en los sobrenadantes de los cultivos celulares mediante luminometria ante las diferentes condiciones experimentales.

* p<0.05 LEG vs controles sanos.
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CD4"CD69" (% células positivas)

Figura 4. Expresion de marcadores de activacion (CD69, CD83) y co-
estimulacién (CD40L) en linfocitos T CD4" de pacientes con LEG y de

controles ante la induccién de anergia.
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Condiciones Experimentales

Las células T CD4+ de 20 pacientes con LEG y 20 controles sanos fueron aisladas y estimuladas con anti-CD3 (5
pg/ml) unido a placa y anti-CD28 soluble (2.5 pg/ml) o ionomicina 1 yM por 18 hs (primer estimulo), posteriormente se
lavaron y dejaron en reposo por 48 horas y posterior se re-estimularon en las mismas condiciones del primer estimulo,
pero por 96 horas. Posterior a lo cual, las células fueron cosechadas y se evalué la expresion de CD69, CD83 y
CDA40 L por citometria de flujo. Se presentan los porcentajes de células positivas para dichos marcadores. * p<0.0545
LEG vs controles sanos.



Cambio en la Expresién Cbl-b (RNAm)

Figura 5. Expresion de la ligasa de ubicuitina Cbl-b en linfocitos T CD4"

de pacientes con LEG y de controles ante el protocolo anergizante.
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Las células T CD4+ de 20 pacientes con LEG y 20 controles sanos fueron aisladas y estimuladas con anti-CD3 (5
ug/ml) unido a placa y anti-CD28 soluble (2.5 pg/ml) o lonomicina 1 uM por 18 hs (primer estimulo), posterior a lo cual
se cosecharon y se lisaron. Se evalué la expresién de Cbl-b mediante A)PCR en tiempo real y B) Western Blot. C)
Imagen representativa de WB para Cbl-b de lisados de linfocitos T CD4+ de pacientes con LEG y controles sanos ante
las diferentes condiciones experimentales. * p<0.05 LEG vs controles sanos. 46



Figura 6. Expresion de Cbl-b en células virgenes y de memoria efectoras

en pacientes con LEG y en controles ante el protocolo anergizante.

o
1

Cbl-b Expresion Normalizada (proteina)
N =

[ Controles *

N LEG ~|r

Chl-b
109KDa

B-actina
47 KDa

Cambio en la expresion

Chl-b
109KDa

B-actina
47KDa

Cambio en la expresion

CD4*VIRGENES

Reposo  Activacion Anergia

Ctl LEG Ctl LEG Ctl LEG

-l.- .
W — e e

1 1 6.3 3.6 8.8 2

-

1 1 34 1.2 9.5 04

CD4* MEMORIAEFECTORAS

Reposo Activacion Anergia

Ctl LEG Ctl LEG ctl LEG
[ e

1 1 39 29 79 4
[

1 1 1.2 1.1 24 1.2

Se purificaron células T CD4" virgenes y de memoria efectoras de 6 pacientes con LEG y 6 controles sanos fueron
aisladas y estimuladas con anti-CD3 (5 pg/ml) unido a placa y anti-CD28 soluble (2.5 pg/ml) o lonomicina 1 uM por 18
hs (primer estimulo), posterior a lo cual se cosecharon y se lisaron. Se evalud la expresion de Cbl-b mediante A)
Western Blot. B) Imagen representativa de WB para Cbl-b de lisados de linfocitos T CD4" virgenes y de memoria47
efectoras de pacientes con LEG y controles sanos ante las diferentes condiciones experimentales. * p<0.05 LEG vs



controles sanos.

Figura 7. Perfil de fosforilacion global en linfocitos T CD4+ primarios

humanos ante diferentes condiciones experimentales.

Anergia 16 hs
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Las células T CD4" de controles sanos fueron aisladas y estimuladas con anti-CD3 (5 pug/ml) unido a placa y anti-CD28
soluble (2.5 pg/ml); lonomicina 1 pM o anti-CD3 (5 pg/ml) unido a placa en ausencia de anti-CD28 por 18 hs (primer
estimulo), posterior a lo cual se cosecharon y se lavaron. Posteriormente fueron re-estimuladas con anti-CD3 (5 pg/ml)
y anti-CD28 solubles (2.5 pug/ml) a tiempos cortos (5°,10’,15’). Posterior a lo cual las células fueron lisadas y se evalu6
la expresion de las proteinas de interés (cbl-b) y el perfil de fosforilacion global con p-Tyr mediante Western Blot. Se
muestra una imagen representativa de 5 experimentos.

48



Figura 8. Cinética de proteinas fosforiladas asociadas al TCR en

linfocitos T CD4+ primarios humanos ante diferentes condiciones

experimentales.
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Las células T CD4" de controles sanos fueron aisladas y estimuladas con anti-CD3 (5 pg/ml) unido a placa y anti-CD28
soluble (2.5 pg/ml); lonomicina 1 pM o anti-CD3 (5 pg/ml) unido a placa en ausencia de anti-CD28 por 18 hs (primer
estimulo), posterior a lo cual se cosecharon y se lavaron. Posteriormente fueron re-estimuladas con anti-CD3 (5 pg/ml)
y anti-CD28 solubles (2.5 pug/ml) a tiempos cortos (5°,10’,15’). Posterior a lo cual las células fueron lisadas y se evalué
la expresion de las proteinas de interés mediante Western Blot. Se muestra una imagen representativa de 8
experimentos.
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Figura 9. Activacion de PKC-0, Akt y MAPK (ERK1/2) dependientes de la

regulacién mediada por Cbl-b en linfocitos T CD4" primarios humanos.
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Las células T CD4" de controles sanos fueron aisladas y transfectadas con el plasmido p-CEFL-Cblb-HA o vector vacio
Fueron pretratadas con ionomicina 1uM o RPMI mediante 18 horas y a las 48 horas post-transfeccién fueron
cosechadas y re-estimuladas con anti-CD3 (5 pg/ml) y anti-CD28 solubles (2.5 pg/ml) a los tiempos indicados.
Posteriormente las células fueron lisadas y se evalud la expresion de las proteinas de interés mediante western blot. A)
Eficiencia de la transfeccion evaluada mediante WB para HA y B)Cinética de la proteinas fosforiladas asociadas al
TCR. Se muestra una imagen representativa de 6 experimentos.
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Figura 10. Reversibilidad de las alteraciones en la activacion de Akt y
MAPK (ERK1/2) posterior a la sobre-expresion de Cbl-b en linfocitos T

CD4" de pacientes con LEG.
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Las células T CD4" de pacientes con LEG y controles sanos fueron aisladas y transfectadas con el plasmido p-CEFL-
Cblb-HA o el vector vacio. Fueron pretratadas con ionomicina 1uM o RPMI durante 18 horas y a las 48 horas post-
transfeccién fueron cosechadas y re-estimuladas con anti-CD3 (5 pg/ml) y anti-CD28 solubles (2.5 pg/ml) a los tiempos
indicados. Posteriormente las células fueron lisadas y se evalud la expresion de las proteinas de interés mediante
western blot. Se muestra una imagen representativa de 5 experimentos.
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