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ANTECEDENTES

1. MARCO TEORICO

La superfamilia TRIM es un conjunto de proteinas que estan compuestas por un
multidominio de ligasa E3 de ubicuitina(1) caracterizada por la presencia de un
motivo tripartita RBCC en el extremo amino-terminal (N-terminal). El motivo
tripartita estd compuesto por un dominio RING (Really Interesting New Gene), una o
dos cajas B (B box) y una hélice superenrollada (Coiled coil) (2;3). Estas 3 estructuras
estan organizadas siempre en el mismo orden desde el extremo carboxilo-terminal (C-

terminal) al N-terminal.

Esta conformacion es compartida aproximadamente por 70 proteinas, los cuales se
pueden clasificar en 11 subgrupos basados en sus diferentes estructuras de las
regiones C-terminal, siendo el dominio expresado mas frecuentemente el
correspondiente a PRY-SPRY (presente en el 75% de las proteinas TRIM) que permite
su participaciéon en procesos como ubicuitinacion y similares a ubicuitinacion (por

ejemplo: ISGylacion y SUMOylacion).

En cuanto a la estructura RING, los residuos conservados de Cisteina (Cys) e histidina
(His) coinciden para mantener la organizacion entrelazada a través de la union de 2
atomos de Zinc (Zn?*). El dominio RING juega un papel importante en la ubicuitinacion
al unir enzimas conjugadoras de ubicuitina (E2) (4), y fue descrito por primera vez en
la proteina CBL, la cual es una ligasa E3 de ubicuitina involucrada en la sefalizacion

celular y ubicuitinacion de proteinas. (1)

Las cajas B1 y B2 presentan distintos tipos de arreglos de Cys e His. Su papel es
desconocido pero se requiere la integridad para la funcionalidad de las proteinas
TRIM. En cuanto al CC, se encuentra involucrado en la(s) homo o hetero-interacciones

que promueven la formacidon de complejos moleculares de alto peso.



En general, las proteinas TRIM se encuentran involucradas en un amplio rango de
funciones moleculares tales como reguladores transcripcionales, modificaciones
postraduccionales (apoptosis, diferenciacion celular, desarrollo, oncogénesis, etc.)(5),
sensores de dafio intracelular con actividad antiviral (identificacion de RNAss o
RNAds) (6) regulacion de la inmunidad innata y adaptativa(7-9). Contribuye a la
respuesta innata de HIV (10) asi como parte de la organogénesis (TRIM18 y sindrome

de Opitz, TRIM32 y TRIM63)(11;12).

Hasta el momento se ha identificado que las proteinas TRIM correspondientes al
grupo 4 tienen un papel importante en la inmunidad innata tales como TRIM11 y
TRIM21  (ubicuitinacién), = TRIM25  (ISGylacién), TRIM19 'y  TRIM63
(SUMOylacion)(13;14). De las proteinas mencionadas, TRIM21 juega un papel
esencial para la neutralizacion viral intracelular y regulador de procesos inflamatorios,
por lo que es importante estudiar su expresion y asociacion en enfermedades

autoinmunes.

ESTRUCTURA, PATRONES DE EXPRESION DE TRIM21 Y SU ASOCIACION CON
INMUNIDAD INNATA

En 1991, dos grupos independientes dirigidos por Chan E (15) e Itoh K(16) clonaron
el DNAc de TRIM21 humano, una proteina de 475 aminoacidos y 52 kDa (también
denominado Ro52) localizado en el cromosoma 11p15.5 11.

La region N-terminal de TRIM21 tiene el dominio RING (aminoacidos 15-58) con dos
sitios de unioén Zn?* y el dominio B -box (aa 91-128) con un sitio de unién Zn?*(15). La
parte intermedia de la proteina, la cual incluye un cierre de leucina, tiene una
estructura CC (aa 125-235). El extremo C-terminal de TRIM21 contiene un dominio
PRY/SPRY (aa 286-465; también referido como B30.2) que se encuentra en otras
proteinas TRIM.(17)

Los estudios de James LC(18) et al y Keeble AH et al(19) mostraron que TRIM21 es

una proteina que se encuentra altamente conservada en mamiferos, e identificaron 4



residuos de alta afinidad localizados en la region PRY-SPRY del dominio CC que
permite la unién de ambas cadenas de IgG de manera simultanea. De esta manera
TRIM21 funciona como receptor Fc, de caracteristicas distintivas estructurales y
mecanisticas, que no es compartido por otros miembros de la familia de las

inmunoglobulinas(20)

TRIM21 ha sido ampliamente documentada como proteina inducible por interferén
(IFN) en diversos tipos de células. La expresion de TRIM21 también es inducida por
infecciones virales y la sefializacion a través de receptores tipo Toll (TLR). Los
estudios in vitro ha demostrado que en células en reposo HeLa, TRIM21 se encuentra
en el citoplasma y posterior a la induccién con IFN-a es traslocado hacia el
nucleo.(21) Los estudios subsecuentes de co-localizacién mostraron que TRIM21 se
encuentra expresado manera constitutiva en el citosol de las células, especialmente de

macrofagos, células dendriticas, linfocitos B y T.(6)

También, se ha demostrado que TRIM21 se trasloca a las vesiculas apoptoticas y se
asocia a la membrana plasmatica en las células endoteliales. En queratinocitos,
TRIM21 se trasloca desde el citoplasma a la superficie de la célula en respuesta a la luz

UV, estrés oxidativo, el 6xido nitrico (NO) o tratamiento con estradiol.(17)

Los estudios reportados que han analizado la expresién, el comportamiento de
TRIM21 y su asociacion con inmunidad innata son escasos, la mayoria de ellos
realizados en modelos murinos (22;23). De los reportes mas representativos se
encuentra el de Reymond A et al, que describe mediante los estudios realizados por
hibridacion in situ (17)como TRIM21 se expresa de forma ubicua con alta expresion en
células T, células NK, macréfagos y células dendriticas; pero mas bajos en las células B
y granulocitos (24). Dentro de los subconjuntos de células dendriticas (DC), los niveles
de TRIM21 fueron mas altos en las DC convencionales (cDCs) que en las CD
plasmocitoides (pDCs); con mayor concentracion de TRIM21 en ganglios linfaticos, el

bazo y el timo. (22)



ACTIVACION DE ViAS DE SENALIZACION

TRIM21 tiene un papel emergente en la regulacion de citocinas, incluyendo IFN tipo I.
(25). Ademas de mediar la via de neutralizacidon que inhibe directamente la infeccién
viral, el reconocimiento de TRIM21 de patégenos cubiertos por IgM o IgG activa la
inmunidad innata(26) mediante 3 vias principales: NFkB, AP-1 y Factores reguladores
de interferon (IRF3, IRF5 e IRF7) demostrado en el estudio de Ewan et al. La
activacion de estas vias conduce a una regulacion potente del aumento de secrecion
de citocinas proinflamatorias (TNFa, IFNf).

Por otro lado, Yoshimi et al encontraron un incremento en la actividad de NFkB en
fibroblastos embriénicos de ratones Trim21-/+, sugiriendo una actividad de regulador
negativo en estas células. Se report6 que TRIM21 reduce la sefalizacion NfkB
mediante la mono-ubicuitinacion de IKKB(27)

El papel del factor de transcripciéon IRF3 es importante en la induccion de IFN tipo I,
especialmente en la respuesta ante una infeccién viral y/o bacteriana. Se ha
demostrado que IRF3 juega un papel importante en la degradacidon post-viral,
mediada por ubicuitinacién, de la respuesta de IFN-B. En particular, TRIM-21
identifica a IRF-3 para su degradacion posterior a la activacion de reconocimiento de
patdégenos. Higgs et al(28) demostraron que TRIM21 interactia con IRF3 a través de
su dominio C-terminal SPRY, lo que conlleva a la poli-ubicuitinacién, degradacion
proteasomal del factor de transcripcion e inhibicién del promotor de IFN-f. Este
estudio también mostr6 que la ubicuitinacion de IRF3 a través de TRIM21 es por la
estimulaciéon de TLR3 y TLR4, lo que conduce a su degradacion en el proteosoma y

una regulacion negativa de IFN tipo L.

Por otro lado, Yang et al(29) reporté la estabilizacion de IRF3 a partir de TRIM21 al
interferir con la interaccion entre la peptidil-prolil-cis/ trans-isomerasa, NIMA-1 e

IRF3; mejorando asi la fuerza y la duracidn de la respuesta antiviral primaria.



La ubicuitinacion de IRF7 por TRIM21 fue estudiado por el grupo de Higgs y
Espinosa(30) en células HeLa estimuladas con polyl:C, lipopolisacaridos, imiquimod o
CpG-B. En los inmunoprecipitados de los lisados celulares se detecté una asociacion
por inmunoblott entre TRIM21 e IRF7, la cual fue mayor y mas sostenida en las células
estimuladas vs no estimuladas (estimulo de TLR7 o TLR9), lo que result6 en una

disminucidén de la produccion de IFN - a(30).

De igual manera se identificé que IRF8 juega un papel importante para el desarrollo y
funcién de macrofagos a través de la induccion de genes de citocinas (incluyendo IL-
12p40). Los estudios murinos in vivo e in vitro realizados por Kong (31) reportaron
que IRF8 es ubicuitinado por TRIM21 en ambos modelos experimentales, lo cual
aumenta la expresion del gen de IL-12p40. Esta respuesta asociada a un aumento en la
expresion de TRIM21 tiene la capacidad de iniciar una respuesta inflamatoria excesiva
y de esta manera, contribuir al desarrollo de patologia autoinmune.

La interaccion de p62 (sequestosoma-1) ha demostrado interactuar con TRIM21 e
IRF8, lo que conduce a un aumento de poli-ubicuitinacién y la desestabilizacion de
IRF8 en macréfagos estimulados que resulta en la atenuacion de la expresion de IL-

12p40(32).

El analisis del comportamiento e interaccion de TRIM21 con IRF3, IRF5 e IRF8; asi
como su relacion con la produccién de citocinas fue realizado en un modelo murino
por el grupo de Espinosa et al.(33) Para identificar la expresion del reportero de
TRIM21/Ro52 en el modelo experimental Ro52/-se insert6 un casette reportero IRES-
GFP en el locus de Ro52 en ratones deficientes de la misma, se demostré que la mayor
expresion de TrimZ21 se encontraba en los compartimentos linfoides de bazo, ganglios
linfaticos y timo; con alta expresion en linfocitos B (CD19), T (CD3) y macrdéfagos

(CD11b).

En este modelo, los ratones Ro52/- tenian una produccién aumentada de citocinas
proinflamatorias con regulacion via IRF 3, 5 y 8; incluyendo citocinas que participan

en la via Th17 (IL-6, IL-12/IL-23p40, e IL-17). La interrupcion de la via IL-23/Th17 en



los ratones Ro52-/- por delecion de IL-23/p19 mostr6 una proteccion completa de la

dermatitis y de manifestaciones sistémicas de autoinmunidad.

Los datos de estos experimentos indican que Ro52/TRIM21 tiene un papel regulador
en las respuestas de IFN. Su expresién puede sobre-expresarse en la familia de IFN
tipo [ y Il para inhibir posteriormente varios IRF y sus citocinas (IL-12/IL-23p40, IL-6,
y TNF alfa)

REGULACION DE LA RESPUESTA INMUNE MEDIADA POR UBICUITINACION A
TRAVES DE TRIM21

La ubicuitinacién es una modificacidon post-traduccional dindmica que regula y/o
amplia el espectro funcional de un sustrato proteico en respuesta a sefiales especificas.
La ubicuitina (76aa) fue el nombre designado inicialmente para referirse a la
degradacidon dependiente de proteosoma de un sustrato proteico(34). Consiste en
una reaccion enzimatica “en cascada” dependiente de ATP que involucra 3 clases de
enzimas, denominadas E1 (enzima activadora de ubicuitina), E2 (enzima conjugadora
de ubicuitina) y E3 (ligasa de ubicuitina); las cuales forman una union isopeptidica
estable entre el residuo de glicina C-terminal y el grupo amino épsilon del receptor de

residuos de lisina de la proteina blanco.

La ubicuitina por si misma contiene 7 residuos de lisina (K6, K11, K 27, K29, K33,
K48 y K63), los cuales permiten su ramificacion al conjugar mas ubicuitinas. De esta
manera, para un residuo de lisina determinado se puede aceptar un residuo
(monoubicuitinaciéon) o la cadena de residuos (poliubicuitinacion). Esta diversidad
conlleva a la presentacion de distintos resultados funcionales de las proteinas

modificadas.

La poliubicuitinaciéon ligada a K-48 es reconocida por la subunidad 26S del
proteosoma, por lo que se considera wuna sefal de degradacion proteica. La
poliubicuitinacion ligada a K-63 regula la activaciéon de cinasas, tolerancia de dafio al

DNA, traduccidn de sefiales intracelulares y endocitosis.



Estudios recientes(35;36) han demostrado que Ro52 es una ligasa de ubicuitina
E3 involucrada en la regulacion de multiples sustratos a través de la degradacion por
via del proteosoma o la modulacidén de la funcion del sustrato; siendo el dominio RING

de la familia TRIM el que tiene esta funcion de ligasa de ubicuitina.

Los estudios que analizan las vias de ubicuitinacién TRIM han identificado que los
miembros de la familia TRIM pueden inducir la ubicuitinacién mediada por K63 o L48.
A pesar que el primero facilita la interaccién entre proteinas y es critico para la
regulacion de la sefializacidon celular, K48 permite la degradacion de proteinas via
proteodlisis por la via del proteosoma. Se ha reportado que TRIM25 induce
ubicuitinaciéon de los dominios de caspasa N-termial de RIG-I via K63, lo cual es

esencial para disparar la respuesta IFN tipo [ ante RNAdc (36,37).

TRIM56 induce la ubicuitinacion de STING via K63 lo cual permite que STING
(adaptador central para los sensores de DNA) pueda iniciar la dimerizacién y reclutar

TBK1 para iniciar la respuesta IFN-b a DNA intracelular (38).

En contraste, TRIM28 induce la ubicuitinacion y degradacion de TRAF6 via K48 en
respuesta a la estimulacion de macroéfagos con poly (I:C) y bloquea la activacion del
factor de transcripciéon NF-kB y MAP cinasas, lo cual regula negativamente la

produccion de citocinas proinflamatorias. (30)

TRIMS6 se identificé recientemente como otra proteina de la familia TRIM que juega un
papel importante en la via de la sefializacidon de IFN y respuesta antiviral, junto a los
sustratos E2Ub: UbEZ2K, sintetiza K48 poly-Ub que activa IKKe para fosforilar STAT1
resultado en la induccién de un subtipo de ISGs que son esenciales para la respuesta

antiviral in vitro e in vivo.



ASOCIACION DE TRIM21 EN AUTOINMUNIDAD

Se han observado distintas patologias autoinmunes asociadas a TRIM21(37),
especificamente aquellas que presentan sobre-expresion de IFN tipo I tales como:
sindrome de Sjogren (SS), Lupus eritematoso generalizado (LEG) y miopatias
inflamatorias (MII).

Los anticuerpos anti-Ro se han utilizado como un marcador diagndstico para LEG y SS;
sin embargo, este auto-anticuerpo se encuentra presente en otras enfermedades
autoinmunes tales como esclerosis sistémica (SSc), MII, enfermedad mixta del tejido

conectivo (EMTC) y artritis reumatoide (AR)(38;39).

A pesar de ser un marcador seroldgico utilizado por décadas, no ha sido sino en los
ultimos afios que se ha estudiado la identidad molecular del autoantigeno Ro, el cual
consiste de 2 proteinas: Ro52 (también denominado TRIM21, SSA1 6 RNF81) y Ro60
(denominado SSA2 o TROVEZ2), los cuales se caracterizan por diferencias

significativas tanto en su estructura como funcién(21;24;40;41) .

Los anticuerpos anti-Ro se han reportado en asociacidon con fotosensibilidad, lupus
cutaneo subagudo, vasculitis cutanea, trastornos hematologicos, enfermedad
pulmonar intersticial y lupus neonatal (incluyendo bloqueo del sistema de conduccion
cardiaco congénito)(42-44). Se asocian con los haplotipos HLA-DR3 y/o DR2 y
deficiencia del complemento C4(45).

Los anticuerpos contra TRIM21/Ro52 se han utilizado para el diagndstico y
monitorizacion de estas manifestaciones clinicas y se ha sugerido que pueden formar

parte del esquema fisiopatogénico de las mismas(40;46).

El significado clinico de TRIM21/Ro52 permanece controversial debido a que existen
algunas interacciones no inmunoldgicas entre la proteinas TRIM21 y la
inmunoglobulina IgG(47). Uno de los mecanismos propuestos para esta asociacion es
que TRIM21 juega un papel relevante en favorecer la degradaciéon por via del

proteosoma de IgG1 con alteraciones en el plegamiento, sugiriendo que se encuentra



involucrado en el control de calidad de las inmunoglobulinas(48). Otros estudios han
reportado que el dominio CC es el blanco antigénico dirigido mas comun de TRIM21
tanto en LEG y MIL Para SS, el blanco antigénico esta dirigido contra los dominios de
RING, B-box y CC.(8;49)

A pesar de estos estudios, hasta ahora se conoce poco acerca de la relacidn entre la

actividad de TRIM21 como receptor Fc y autoantigeno.

Dentro de los estudios de asociacion de las enfermedades autoinmunes reportados, de
los mas relevantes se encuentra el publicado por Rutjes et al (50), donde reportaron
que la presencia de anti-TRIM21/Ro52 se asociaba con mayor prevalencia para
enfermedad pulmonar intersticial (77.1% vs 38.5% p=0.009) y tasa de mortalidad del
25%.

Asimismo Ghillani et al(38) analizaron la frecuencia de anti-TRIM21/Ro52 de manera
aislada o con la expresion de otros auto-anticuerpos en 155 sueros, reportando la
presencia aislada de anti-Ro52 en el 57% (n=89); en el 43% (n=43) presentaron anti-
Ro52 + 1 autoanticuerpo detectado (Anticuerpos anti-nucleares por IFI). De las
muestras de suero analizadas, n=30 pertenecian a pacientes con miositis o
dermatomiositis  (19.3%). Las manifestaciones pulmonares se asociaron
frecuentemente con la presencia de anticuerpos anti-Ro52 (n=34, 22%) y anti-tRNA-
sintetasas, anti-SRP o anti-Ku (18/34). Lo anterior sugiere que la presencia de anti-
Ro52 puede preceder al desarrollo de enfermedades autoinmunes, lo que requeriria
un seguimiento secuencial de pacientes positivos a este auto-anticuerpo,

particularmente los que presentan progresion de la enfermedad pulmonar intersticial.

Por otra parte, Dugar (40) en el 2010 en una analisis realizado en 325 sueros de
pacientes con enfermedades reumatoldgicas, reportd que la frecuencia de los
antiRo52/Ro60 en miopatias inflamatorias (MII) es diferente en comparacion a otras
enfermedades del tejido conectivo (35,4 % vs 0 %). Estos resultados son compatibles

con los reportes previos hechos por Schulte (39) que identificé la positividad de anti-



Ro52 en el 20 % de los pacientes con MI], siendo la presencia conjunta de anti-Jo1 en

el 56% de los pacientes.

El estudio de la asociacidn clinica de anti-Jo1 y anti-Ro52 fue realizado en un estudio
multicéntrico(51) con 89 pacientes con diagnoéstico de MII (DM n=24; PM n=12) con
seguimiento a 18 meses. El estudio reporté un mayor deterioro del estado funcional
pulmonar 21.4% vs 10.5% p=0.302 y una menor supervivencia (p = 0.05) cuando se

encontraron presentes ambos auto-anticuerpos.

ANALISIS DE LA EXPRESION DE TRIM21 EN ENFERMEDADES AUTOINMUNES
Los estudios que analizan la expresion proteica de TRIM21 y la presencia de anti-
TRIM21 en enfermedades autoinmunes son escasos, los cuales se han reportado

exclusivamente en LEG y SS.

Los principales trabajos han sido realizados en el Hospital Karolinska por el grupo de
Espinosa et al, donde evalué la expresién de TRIM en LEG y SS (52) en 18 pacientes
con LEG y 20 con SS. Se determiné la presencia de anti-TRIM21 en 30-40% y
demostré que la expresion de TRIM21 en pacientes con anticuerpos anti-TRIM21 era
mayor en células CD19+, sin embargo este hallazgo no correlacion6 con un aumento
en la expresion proteica en estas células. Las principales vias de ubicuitinacion

identificadas fueron a través de UbcH2, UbcH5a-c, UbcH6, UbcH7.

En un segundo estudio, Espinosa evalu6 75 pacientes con LEG y SS; se les determin6 la
presencia de anti-TRIM21, los cuales se presentaron en el 79% de SS y 82% de LEG.
Identificaron que los anticuerpos van dirigidos contra las uniones de Zn?* en RING y
esto inhibe las reacciones de ubicuitinacion, bloquea los sitios de union de E2-E3 a

nivel de las asas 1y 2 (L1-L2) de RING.(53)

El Unico estudio de expresion proteica a nivel tisular ha sido realizado en pacientes
con SS. En este trabajo Agrawi et al(54) evaluaron la expresion en glandula salival y

ductal asociada a inflamacién en pacientes con SS primario (SSp), mediante la



generacion de un anticuerpo anti-TRIM21 con especificidad para CC. Los pacientes
con mayor infiltrado mononuclear exhibieron una mayor expresion de Ro52 en el

epitelio ductal en comparacion con el tejido de controles sanos (p=0.03).

De esta manera, el papel que juega TRIM21 en enfermedades autoinmunes;
especificamente las asociadas con la firma de interferdn, tales como LEG, SS y MI],
parece estar relacionado directamente con la respuesta inflamatoria como se ha
expuesto anteriormente en modelos animales, sangre periférica en pacientes en LEG y
SS. Hasta el momento, los estudios realizados han mostrado que la deficiencia de
TRIM21 (identificado como mayor titulo de anticuerpos anti Ro52/TRIM21) se asocia
a una manifestacion mas grave de la enfermedad, especialmente en MII. Sin embargo,
no se ha evaluado si existe una alteracidn en la expresiéon constitutiva de TRIM21, el
subtipo celular asociado con esta alteracion en la expresion, la via de ubicuitinacion
utilizada ni el subtipo de citocinas que se genera en este ambiente; por lo que su
identificacion complementaria de manera significativa el entendimiento de los

factores que promueven un ambiente mas proinflamatorios en MIL

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El papel de TRIM21/Ro52 como regulador intracelular de los procesos inflamatorios
esta bien documentado, donde una alteracion en la funcionalidad o disminucién en la
expresion de TRIM21/Ro52 favorece la persistencia de la respuesta inflamatoria e
inicia de la cascada de muerte celular, la transcripciéon de genes reguladores de
interferdn tipo I (RIG-I) y citocinas inflamatorias tales como IL-17.

Ademas, los estudios en sangre periférica en pacientes con LEG han mostrado que
existe una menor expresion de TRIM21/Ro52 en macrofagos, linfocitos B y T asi como
células dendriticas asociados probablemente a una alteraciéon en la funciéon por
anticuerpos inhibitorios (anti-TRIM21/Ro52); siendo la presencia de anti-

TRIM21/Ro52 un marcador de mal pronoéstico asociado a gravedad de la enfermedad.



Sin embargo, la determinacion de anti-TRIM21/Ro52 es dificil, y sélo los anticuerpos
dirigidos contra la porcidon de uniéon a Zn*? del dominio RING parecen bloquear la

funcion de este dominio como ligasa E3 de ubicuitina.

De esta manera, es indispensable el analisis de la expresion proteica de TRIM21/Ro52
en enfermedades autoinmunes donde la firma de interferon es altamente
representativa, siendo de vital importancia en MII como potencial marcador
pronostico. El analisis de su expresion en CMNSP y la correlacion con el perfil de
citocinas en sangre periférica son esenciales para caracterizar el papel fisiopatogénico

de esta proteina.
3. JUSTIFICACION

Los estudios epidemioldgicos indican una alta prevalencia de anti-TRIM21/Ro52 en
la enfermedad pulmonar intersticial asociada a MII (40.4%; Dugar M 2010); siendo la
asociacién Jol/Ro52 de mal pronostico funcional a nivel pulmonar con menores tasas

de remision y mayor mortalidad.

No obstante, hasta el momento los estudios que analizan la expresion de TRIM21 en
este grupo de enfermedad se encuentran ausentes, por lo que es necesario conocer la
expresion de TRIM21/Ro52 de acuerdo a los subtipos celulares, el patron de citocinas
y su asociacion con auto-anticuerpos. Lo anterior permitiria comprender una pieza
clave de la fisiopatologia de la enfermedad, ademas de identificar y caracterizar a un

marcador de riesgo en este subgrupo de enfermedades autoinmunes.

PREGUNTA DE INVESTIGACION
(Existen alteraciones en la expresion de TRIM21 en diferentes subpoblaciones de

CMN de sangre periférica de pacientes con MII?



4, OBJETIVOS
-Evaluar la expresion de TRIM21 en células mononucleares (CMN) y subpoblaciones
(linfocitos T y monocitos) de sangre periférica de pacientes con MIl y controles sanos
-Evaluar perfil de ubicuitinacion global en CMN de pacientes con MII y controles
sanos
-Evaluar respuesta efectora (IL-1f, [L-4, IL-6, IL-8, IL-17, TNF-a e IFN-y) en

sobrenadantes de cultivos

5. HIPOTESIS
Hipotesis nula: Los pacientes con MII tendrdn una expresion similar de TRIM21 en
comparacién con controles sanos.
Hipotesis alterna: Los pacientes con MII tendrdn una deficiencia en la expresion de

TRIMZ21 en comparacién con controles sanos.

POBLACION DE ESTUDIO

Criterios de inclusion:

Se incluyeron en el estudio a todos los pacientes diagnosticados con MII de acuerdo a
los criterios de Bohan y Peter (Dermatomiositis y Polimiositis) de 16 a 80 afios de
edad, en seguimiento en el Instituto Nacional de Ciencias Medicas y Nutricion
Salvador Zubiran en el periodo comprendido de marzo del 2013 a abril del 2014. Los
pacientes fueron evaluados en el departamento de Inmunologia y Reumatologia y no

habian recibido tratamiento inmunosupresor un mes previo a la toma de la muestra.

Criterios de exclusion:

Se excluyeron mujeres embarazadas, pacientes trasplantados, pacientes con alguna
otra enfermedad autoinmune, proceso infeccioso en el mes previo a la toma de
muestra.

Se excluyeron los controles sanos con historia familiar de enfermedades autoinmunes.

Criterios de eliminacion:

Muestra insuficiente para la caracterizacion de subpoblaciones en sangre periférica.



6. METODOLOGIA

Material y métodos.

Aislamiento de CMN y subpoblaciones celulares: Posterior a la explicacion amplia
de la participacion del paciente en el estudio, y a su respectiva firma del
consentimiento informado, se procedi6 a la toma unica de muestra de sangre venosa
periférica (60 ml). A partir dicha muestra se obtuvieron células mononucleares
mediante gradientes de densidad las cuales fueron aisladas mediante el método Ficoll-
Hypaque. Posteriormente se aislaron y purificaron las subpoblaciones de células T
CD4+ (seleccion negativa), , linfocitos T CD8+ (seleccidn positiva) y monocitos (CD14+,
seleccidn positiva) mediante seleccion con microesferas magnéticas, con una pureza

mayor del 95%.

Andlisis de la expresion de TRIM21/Ro52: Se obtuvieron lisados totales de CMN,
linfocitos T CD4+, linfocitos T CD8+ y monocitos. La expresion de TRIM21/Ro52 fue
evaluada mediante Western Blot. Se realiz6 normalizacién con beta-actina y las
imagenes fueron cuantificadas mediante densitometria con apoyo del programa

Image Studio Lite versiéon 4.0.21 (LI-COR, Inc)

Andlisis de la funcionalidad de TRIM21/Ro52 a través de la via de
ubicuitinacion: Se obtuvieron lisados totales de las CMN y subpoblaciones ya
mencionadas y se realiz6 WB para ubicutina total y especies poliubicuitinadas (K48 y

K63).

Cultivos celulares: Se aislaron CMN de sangre periférica mediantes gradientes de
densidad y posteriormente se aislaron linfocitos T CD4+ (seleccion negativa) y
monocitos (CD14+, seleccion positiva) mediante seleccion con microesferas
magnéticas de 4 pacientes con MII y 4 controles sanos, ajustados por edad y género.
Los linfocitos T CD4+ y monocitos fueron sembrados en placas de 6 pozos con RMPI
suplementado. Se trabajaron las siguientes condiciones experimentales: A) Reposo:

RPMI y B) Estimulo: Los linfocitos T CD4+ fueron estimulados con anti-CD3 1 pg/mLy



los monocitos con LPS 1 pg/mL por 24 horas. Posteriormente se recuperaron los

sobrenadantes y fueron evaluados para la produccion de citocinas.

Medicion de citocinas: Se realiz6 la cuantificacidn de citocinas mediante el equipo de
Human cytokine (Millipore). Se adicioné 25pL de amortiguador de ensayo (Millipore)
en una placa de 96 pozos con fondo de filtro previamente bloqueada con 200uL de
amortiguador de ensayo. Posteriormente se adicion6 25uL del sobrenadante de los
cultivos celulares y 25uL de la mezcla de perlas para cada citocinas (IL-4, IL-8, IL-6,
INF-y, TNF-a) y se incubd toda la noche a 4°C en agitacion. A las 24 hrs, se realizaron
dos lavados con 200uL por pozo de amortiguador de lavado (Millipore), la solucién de
lavado se removié por vacio y el remanente de la solucién se elimin6 mediante un
papel absorbente. Después, se adicioné 25uL de anticuerpo de deteccion (Millipore) y
se incub6 durante 1h a temperatura ambiente en agitacion. Posteriormente, se
adicion6 25pL de estreptavidina-ficoeritrina (Millipore) y se incub6 en oscuridad
durante 30min a temperatura ambiente en agitacion. Se realizaron dos lavados con
amortiguador de lavado y se adiciond 100uL de Sheath Fluid (Millipore), la placa se
incubd por 5 min en agitacion y se ley6 en el equipo de Lincoplex 200, con el programa
Luminex 100 IS 2.3. Se determind la concentracidn de citocinas mediante la evaluacion
de las intensidades medias de fluorescencia en una curva de calibracién, utilizando
una medicion de 5 parametros de acuerdo a la siguiente formula:

y=a+b /(1+ (X/C)"d)*f.

7. ANALISIS ESTADISTICO

Las variables numéricas se expresaron en términos de media y DE. Para las variables
categoricas se utilizaron frecuencias y porcentajes. La comparacion entre grupos se
realizé mediante Kruskall-Wallis para medianas y prueba de X? para proporciones. Se
consider6 como significancia estadistica una p<0.05. El analisis se realiz6 mediante el

programa estadistico SPSS para Mac versiéon 12.0



8. RESULTADOS
Se incluyeron 18 pacientes con MII (3 con polimiositis, 3 con sindrome antisintetasa y
12 con dermatomiositis) y 18 controles sanos. Las principales caracteristicas
demograficas, clinicas, de laboratorio, asi como el tipo de auto-anticuerpos
identificados se muestra en la Tabla 1. El 61% del grupo de estudio fue del sexo
femenino, la MII predominante fue DM en el 66.6% con una mediana de edad de 46
(34-57) afios. La exploracidn fisica inicial mostré un grado de fuerza muscular 3/5 (3-
4) de acuerdo al MMT (Manual Muscle strenght Test). Los niveles de CPK al
diagnostico fueron de 804 (392-4695) UI/L con una cuenta de leucocitos de 5700
(5300-8350) y linfocitos de 1021 (683-1526) cells/uL; con cifras de ALT de 89 (47-
139) y AST 93 (56-124).

Se evalu6 la presencia de anticuerpos especificos de miositis (MSA) y anticuerpos
asociados a miositis (MAA) mediante ELISA. Los autoanticuerpos en el grupo de DM
fueron anti-Ro52 (25%), anti-PL7 (16.6%), anti-Ku (16.6%), anti-PL12 (8.3%), anti-
SRP (8.6.6%) y anti-Mi2 (10%). En el grupo de antisintetasa, los anticuerpos
identificados fueron anti-Ro52 (33.3%), anti-Jo1 (33.3%), anti-Ku (33.3%), anti-Mi2
(33.3%) y anti-PM-SCL75 (33.3%). En el grupo de PM se cocumentd anti-Ro52
(33.3%) y anti-Ku (33.3%).

En cuanto a los resultados correspondientes a la expresion de TRIM21/Ro52 , los
pacientes con MII mostraron una disminucién en la expresidon proteica de manera
significativa al compararlo con controles sanos (Tabla 2). El analisis por
subpoblaciones celulares mostré que la expresion de TRIM21/Ro52 en CMNSP de
pacientes con MII fue de 0.9713+0.6037 vs 1.8493+0.9274 en controles con p=0.016.

La grafica 1 muestra los datos acumulados de la expresion de TRIM21/Ro52 en

CMNSP y la figura 1 muestra el WB representativo del analisis.

La expresion de TRIM21/Ro52 en linfocitos T CD4* de los pacientes con MII fue de
0.7973£0.5404 en comparacion con controles, que presentaron cifras de

2.4134+0.7868 con p=0.017. (Véase grafica y figura 2)



La subpoblacion de monocitos también mostr6 una menor expresion de
TRIM21/Ro52 en MII 0.8751+0.3586 vs 1.8908+0.2092 en controles, con p<0.001.
(Véase grafica y figura 3).

Los linfocitos T CD8* de pacientes con MII mostraron una menor expresion de
TRIM21/Ro52: 0.9025+0.7081 vs 1.6102+0.5404 en controles, p=0.133. (Véase
grafica y figura 4) No identificamos diferencias significativas en la expresion proteica

de TRIM21/Ro52 entre los grupos de MII.

Perfil de ubicutinacion en CMN y subpoblaciones celulares en pacientes con MII
Evaluacion del perfil de ubicuitinacion

Se documentd una disminucion en el perfil global de ubicuitinacion en CMN,
monocitos y linfocitos T CD4+ de pacientes con MII en comparacion con los controles.
Asi mismo, encontramos disminucién en poliubicuitinacién mediada por K48, de
predominio en monocitos y linfocitos T CD4* de pacientes con MII. Esta disminucion
en las proteinas poliubicuitinadas es exclusiva de aquellas que son marcadas en K48,

puesto que no encontramos dichas diferencias en poliubicuitinacién mediada por K63.

Perfil de citocinas en subpoblaciones celulares en pacientes con MII

Se analizaron en los sobrenadantes de cultivos sometidos al estimulo (anti-CD3 o LPS)
y en reposo las siguientes citocinas: IL-1p, IL-4, IL-6, IL-8, IL-17, TNF-a e IFN-
Y, mediante la técnica descrita previamente (Tabla 5).

Se encontré incremento en la produccion de IL-6 por los linfocitos T CD4+ posterior a
su activacion con anti-CD3 en las muestras de los pacientes con MII vs controles sanos
(6300.9 £ 562 vs, 2942 + 782, p=0.011). Asi mismo, encontramos menor producciéon
de IFN-gamma en los linfocitos T CD4+ posterior al estimulo en las muestras de
pacientes con MII en comparacion con controles sanos (615.6 + 113.4 vs 7412.6 +
3659, p= 0.039). En los cultivos de los monocitos, ya sea en reposo o post-activacion
no se encontraron diferencias significativas entre los grupos. Tampoco encontramos

diferencias en las concentraciones basales de los linfocitos T en reposo.



9. DISCUSION

Las MII son un grupo de enfermedades autoinmunes que tienen en comun la
presencia de un proceso inflamatorio con destrucciéon del musculo esquelético. En el
presente trabajo, la MII mas frecuente fue DM con 12 pacientes sin diferencia en el
numero de pacientes entre el grupo de sindrome antisintetasa y poliomiositis. Lo
anterior es de relevancia para el estudio, dado que TRIM21/Ro52 se presenta con
mayor frecuencia en DM y ha sido identificado en los estudios epidemiologicos de
Marie et al [51] como un factor de mal pronéstico a 10 afios, con una supervivencia
acumulada a 108 meses de 0.7 y una RM de 4.46 [IC95% 1.02-19.47; p=0.04] para
desarrollo de cancer; con una alta prevalencia de la co-expresion de TRIM21/Ro52 en

pacientes anti-Jo1 positivos (40.1%).(55)

No es posible la comparacion de la expresion conjunta de estos dos autoanticuerpos
en este estudio por el menor nimero de pacientes, sin embargo llama la atencion que
s6lo 1 paciente con anti-Jol presentdé anti-Ro52. Probablemente la diferencia
geografica y las caracteristicas de la poblacién hacen que esta expresion sea menos
frecuente, sin embargo son necesarios estudios de cohorte con una mayor poblacion

para confirmar este hallazgo.

Por otro lado, el papel de TRIM21/Ro52 es esencial para limitar las respuestas
inflamatorias inducidas via TLR, como Espinosa et al demostraron en su modelo
murino Trim-null, donde la alteracidén en la expresiéon funcional de TRIM21/Ro52
promovia un aumento en los niveles circulantes de IFN-I e IL23 con una respuesta
incrementada a los ligandos TLR7 y TLRO9. Si bien, TRIM21/Ro52 se encuentra
altamente conservado entre las especies con una homologia del 67% entre las formas
murinas y humanas, el papel fisiopatogénico de la expresion alterada de esta proteina
no ha sido completamente estudiada en enfermedades autoinmunes; especificamente,
no existen estudios que estudios que evaltian el comportamiento de esta ligasa E3 de

ubicuitina en MII en modelos murinos ni in vitro.



Hasta el momento, los cultivos celulares en CMNSP que han evaluado la asociacion
entre la deteccion de anti-Ro52/TRIM21 y sus niveles de expresion proteica han sido
realizados en pacientes con LEG y SS. En este trabajo so6lo se identificaron 3 pacientes
con anti-Ro52/TRIM21 determinado por ELISA en el grupo de DM y sindrome
antisintetasa pero todas las subpoblaciones celulares evaluadas de los pacientes con
MII mostraron una menor expresion de Ro52/TRIM21, especialmente en CD4* y
CD14+,

Estos resultados muestran que la expresion proteica no esta ligada directamente a la
expresion de autoanticuerpos y que es posible que existan otros mecanismos que

inhiban la expresion o aumenten la degradacion de Ro52/TRIM21.

Los estudios que han analizado las vias de ubicuitinaciéon en Ro52/TRIM21 han sido
realizados principalmente bajo un contexto de la neutralizacion dependiente de
anticuerpos estimulados por patégenos (ADIN). En este contexto, TRIM21 cataliza la
formacién de cadenas libres de ubicuitina K63 via enzimas conjugadoras E2 Ubc13 y
UEV1A de una manera dependiente de RING a través de 3 vias inmunolégicas: NFKb,
AP-1y Familia IRF (IRF3, IRF5 e IRF7)(56).

Sin embargo, al evaluar la respuesta de TRIM21 en autoinmunidad considerandolo
como un sensor de dafio intracelular a DNAdc (Ej DDX41 en células dendriticas
meloides y monocitos(57)) se ha documentado la induccién de degradacion de DDX41

por ubicuitinacién via K48 de DDX41 pero no de K63.

Teniendo en cuenta que tanto la fosforilacion de TRIM21 como la via de ubicuitinacion
de esta E3 ligasa (K48 o K63) son determinantes para su funcion y actividad como un
regulador negativo de la produccién de citocinas mediadas por IRF3 e IRF5, se realiz6
una evaluacion del perfil de ubicuitinaciéon en CMN y subpoblaciones celulares de los

pacientes con MIIL.

En cuanto a las vias de ubicuitinacion analizadas en TRIM21/Ro52, los resultados de
este estudio sugieren que la disminucion en la poliubicuitinacién observada en

monocitos y linfocitos T CD4+ depende de especies poliubicuitinadas asociadas a K48,



la cual esta asociada a menor degradaciéon de sustratos a través de la via del
proteosoma. Esta deficiencia en la poliubicuitinacion puede estar asociada a la

deficiencia de TRIM21/Ro52 en pacientes con MIL

Estos resultados coinciden con los reportados por el estudio de Zang et al(57), siendo
los sustratos identificados para K63, Ubc13 y UEV1A a través de TAK1 para estimular
la produccion del factor de transcripcion NFkB especialmente en el contexto de ADIN.
Sin embargo, en el contexto de autoinmunidad asociado a TRIM21/Ro52, la via de
ubicuitinacion identificada es K48 que coincide con lo reportado en este trabajo;
probablemente las proteinas E2 asociadas sean UbcH2, UbcH5a-c, UbcH6, UbcH7(52),
las cuales se asocian a mayor degradacion de proteinas (incluyendo DDX41) con

sustratos finales en modulacion de la transcripcion en IRF (3,5,7) y AP1 (c-Jun, FosB).

En cuanto al papel que juegan las citocinas como mediadores en inflamatorios en MI],
el estudio de Lundberg et. al.(58) mostr6 que existe un incremento en la expresion de
citocinas pro-inflamatorias a nivel muscular, particularmente IL-1q, IL-1b, TNF-a y
MIP-1 asi como las citocinas inhibitorias TGF-f sin diferencia entre el patron de
citocinas y quimiocinas entre PM ni DM; siendo relevante el hallazgo de la alta
expresion de IL1a documentada en células endoteliales de pacientes con enfermedad

activa y cronica.

Hasta el momento existen diversos trabajos que han analizado la expresion de
citocinas en tejido muscular mediante inmunohistoquimica (59;60) siendo IL-1a la
citocina que se expresa de manera persistente en MII, con alta expresion en el
endotelio de los capilares, arteriolas y vénulas, tanto en endomisio como en perimisio
y en células mononucleares. ILf} se observo en 10/15 pacientes pero, a diferencia de
IL1a, no estuvo expresada en las paredes de los vasos sanguineos. El resto de patron
de citocinas no presentaron un patron especifico entre MIIL. De esta manera se puede
concluir que la expresion de citocinas en tejido muscular en pacientes con MII es

dominado por IL1a, IL1b, TGFf (1-3)



A nivel de citocinas en suero, el papel del IFN tipo I es evidente como una citocina que
puede ser de utilidad como un indicador diagndstico y prondstico. El estudio de
Capelleti et al(61) mostr6 una elevacién de la expresion de RNAm de IFN tipo I en
CMNSP de pacientes con MII, especialmente en DM. Recientemente se publicé un
estudio donde se analiza el perfil de citocinas en 124 pacientes con diagndstico de MII
y su asociacion con enfermedad pulmonar intersticial (EPI)(62) presentando una
frecuencia de anticuerpos anti-sintetasa en un 32% con una mayor concentracion
sérica de IL-1p, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a, IFN-o, IFN-y e IP-10 en
comparacién con los controles; mientras que no hubo diferencia para IL-12, [L-13 e
IL-17 en el grupo de MII ni controles. Hubo correlacion entre los niveles de IL-1f e IL-
6 (rs=0.55 p<0.01) y de IL6/TNFa (rs= 0.72 p<0.01). En el analisis multivariado de
citocinas en el grupo EPI vs no-EPI, s6lo TNF-a se asoci6 significativamente con
PM/DM/CADM en EPI (RM 1.4 IC95% 1.1-2.2; p= 0.0006). Este estudio reportd que
IL-6, IL-8, TNF-a e [P-10 estan asociados con actividad global de la enfermedad en MII

y se encuentran en mayor concentracion en el subgrupo de EPI.

En este trabajo, las citocinas identificadas fueron principalmente IFNy e IL-6 en
linfocitos T CD4+*. Las células en reposo de MII tuvieron mayor expresion de IL-6 en
comparaciéon con los controles (p<0.05). También se observdé una menor respuesta
ante el estimulo con anti-CD3 en MII vs control de acuerdo a las concentraciones de

IFNy.



10. CONCLUSIONES

Hasta el momento es el primer trabajo que analiza el tipo de expresién y las vias de
ubicuitinaciéon asociadas en subpoblaciones celulares de pacientes con MIIL Los
resultados de este estudio muestran que efectivamente existe de manera basal una
disminucidn significativa en la expresion proteica de TRIM21/Ro52 de los pacientes
MII de las principales células inflamatorias en CMNSP, linfocitos T CD4 y monocitos;
presentando una disminucion en linfocitos TCD8 con una tendencia estadisticamente

significativa, lo cual puede explicarse por ser un nimero de muestra pequeio.

En cuanto al perfil de citocinas y patrén de autoanticuerpos es necesario ampliar el
numero de pacientes en el estudio, con subgrupos de MII mas homogéneos, para que
los hallazgos identifiquen de manera representativa cual es la expresion de la MII en
nuestra poblacion. Si bien la prevalencia del sindrome antisintetasa en baja en la
poblacién Mexicana, es importante identificar si ademas de la baja expresion de
TRIM21/Ro52 identificada en las MII la expresion de anticuerpos anti-TRIM21/Ro52
y anti-Jo-1se asocia con alguna otra deficiencia en la regulacién de la tolerancia

periférica y un perfil de citocinas pro-inflamatorio.

Ademas, es necesario una mejor comprensiéon de la funciéon de la ligasa E3 de
ubicuitina TRIM21/Ro52, ya que su mejor entendimiento puede tener implicaciones
en la fisiopatogenia de la enfermedad, especificamente aquellas relacionadas con la
firma de interferdn y relacionada como un probable factor pronéstico en MII. Hasta el
momento se ha identificado que la deficiencia en TRIM21 puede estar relacionada con
una disminucidn de la ubicuitinacion (K48) y degradacion de los factores reguladores

de interferdn (IRF), lo cual aumenta la sefalizacion del interferon tipo L.






Tabla 1: CARACTERISTICAS CLINICAS Y SEROLOGICAS DE LA ENFERMEDAD

SEGUN TIPO DE MII

VARIABLE Dermatomiositis Antisintetasa Polimiositis

n=12 (66.6%) n=3 (16.6%) n=3 (16.6%)
Edad — afios* 46 (34-57) 47 (41-49) 56 (54-79)
Sexo femenino —n(%) 7 (58.3%) 3 (100%) 1(33.3%)
Fuerza muscular (0-5) * 3(3-4) 4 (2-5) 3(3-4)
AST U/L* 93 (56-124) 40 (24-76) 29 (17-69)
ALT U/L* 89 (47- 139) 33 (21-96) 55 (21-59)
Niveles de CPK U/L* 804 (392-4695) 2467 (160-3804) 1058 (93-2801)
Leucocitos cels/pL* 5700 (5300-8350) 8900 (7000-9100) 8300 (5600-12200)
Linfocitos cels/pL* 1025 (683-1526) 700 (637 - 2778) 2407 (464-4270)
MSA y MAA
-Anti-Ro52—n (%) 3 (25%) 1(33.3%) 1(33.3%)
-Anti-Jo1—n(%) 0 1(33.3%) 0
-Anti-0J—n (%) 0 0 0
-anti EJ—n(%) 0 0 0
-Anti-PL7—n(%) 2(16.6%) 0 0
-Anti-Ku—n(%) 2(16.6%) 1(33.3%) 1(33.3%)
-Anti-PL12—n(%) 1(8.3%) 0 0
-Anti-SRP—n(%) 1(8.3%) 0 0
-Anti-Mi2—n(%) 2(16.6%) 1(33.3%) 0
-Anti-PM/SCL75—n(%) 0 1(33.3%) 0
-Anti-PM/SCL100—n(%) 0 0 0

* Mediana (rango intercuartilar)
CPK: Creatinfosfoquinasa sérica total ALT: Alanina aminotransferasa AST: Aspartato aminotransferasa

MSA: Anticuerpos especificos de miositis. MAA: Anticuerpos asociados a miositis

Tabla 2: NIVELES DE EXPRESION PROTEICA DE TRIM21/Ro52 POR
SUBPOBLACION DE LINFOCITOS TCD4+

TIPO DE SUBPOBLACION MII CONTROL P
CELULAR n= 14 (50%) n=14 (50%)

CMN 0.9713+0.6037 1.8493%0.9274 0.016

CD4+ 0.7973+0.5404 2.4134+0.7868 0.017

CD8+ 0.9025+0.7081 1.6102+0.5404 0.133

CD14+ 0.8751+0.3586 1.8908+0.2092 0.001

Todas las variables numeéricas se expresan en medianas (RIQ) a menos que se especifique lo contrario.
Las diferencias entre grupos fueron evaluados mediante T de Student. Se consider6 como significativa p<0.05



Tabla 3: NIVELES DE CITOCINAS EN CULTIVOS CELULARES DE MII Y CONTROLES

VARIABLE * T T Monocitos reposo
est mulo
n=4 n=4 n= 4 n=4
IL1p3 MII 622 +340.08 463.89 +220.36 904.84 +452.49 820.60 + 269.29
IL1B control 245 +175.5 253.58 +173.77 11.76 +8.5 839.36 +484.25

TNFo MII
TNFa control
IFNy MII
IFNy control
IL6 MII

IL6 control
IL17 MII
IL17 control
IL4 MII

IL4 control

1432.12 + 836.6
1703.93 + 1554
295.15 + 265
208.41 + 187.7

4391.76 + 2586.81
3396.02 + 1418.71
0.40 + 0.08
2.29+0.73
3.41+0.21

64.35+ 60.71

2018.16 + 613.23
2029.71 + 1069.35
615.64 +65.76
7412.64 +2587.35

6300.96 +324.5
2941216 +553.12
95.23 +54.94
16.6 +15.58
91.42 +21.57
69.72 +49.93

2570.14 +1249.04
137.06 + 124.54
3.28+0.8

19.35 +6.48

6306.83 +2772.06
1241.78 +1198.72
0.40 +0.24
0.14 +0.09
3.2 +0.005
3.20 +0.001

1787.42 +702.66
2991.25 +380.13
3.17 +0.02

35.09 +24.04

8441.26 +900.51
10000 +0
0.40+0.27

0

10.40 +7.19
3.20 +0.001

* Media + error estandar.
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Grafica 4: Expresion de TRIM21 en monocitos
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Grafica 5: Niveles de IFNy en células T efectoras en MII y controles
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Grafica 6: Niveles de IL-6 en células T efectoras en MII y controles
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Figura 5: PERFIL DE UBICUITINACION GLOBAL
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