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Resumen Ejecutivo

Marco tedrico. El lupus eritematoso generalizado (LEG) es una enfermedad
autoinmune sistémica caracterizada por alteraciones en los mecanismos de tolerancia
periférica, tales como la anergia y el efecto supresor mediado por células T
reguladoras. Dichos mecanismos de tolerancia periférica, pueden ser modulados por
el sistema de ubicuitinacion, concretamente, por la ligasa de ubicuitina Cbl-b. Se
desconoce si existen alteraciones en los mecanismos de regulacion funcional de
células T reguladoras mediada Cbl-b asociadas a la resistencia de células T efectoras
a la supresion por células T reguladoras en pacientes con LEG.

Objetivo. Evaluar la expresion de la proteina Cbl-b en células T reguladoras de
pacientes con LEG, asi como su efecto en términos funcionales sobre la supresion de
células T efectoras.

Material y métodos. Se estudiaron 25 pacientes de 18 a 45 afos con diagndstico de
LEG con base en los criterios de clasificacion del Colegio Americano de Reumatologia,
que se encontraran activos sin tratamiento inmunosupresor o en remision, asi como 25
controles sanos ajustados por edad y sexo. De cada sujeto, se obtuvieron células
mononucleares de sangre periférica mediante gradientes de densidad y células T
efectoras (CD4°CD25°) y reguladoras (CD4'CD25'CD127") mediante microesferas
magnéticas. Se evalud la respuesta proliferativa en co-cultivos tanto autélogos como
alogénicos mediante el protocolo CFSE por citometria de flujo. Se determind la
expresion de Cbl-b a nivel de proteina mediante Western Blot. Se realizé la
comparacion entre grupos por variable desenlace mediante t de Student o ANOVA,
segun fuera conveniente. Se considerd estadisticamente significativa una p <0.05. De
cada sujeto se obtuvo un consentimiento informado y el protocolo conté con la
aprobacion del comité de ética institucional.

Resultados. De los 25 pacientes incluidos, 15 se encontraban activos sin tratamiento
inmunosupresor y 10 se encontraban en remision. El indice de actividad promedio
(SLEDAI) para los pacientes activos fue de 16.0 puntos. Encontramos que las células
T reguladoras de los pacientes con LEG mostraron una menor expresion de Cbl-b en
comparacion con los controles sanos (1.3+1.0 vs 2.8+1.8, p=0.002), lo cual se asoci6 a
resistencia a la supresion en ensayos de proliferacion (r=0.551, p=0.042). Asimismo,
se documento una tendencia a la disminucion en la expresion del regulador del ciclo
celular p27kip1 en células T reguladoras de los pacientes con LEG en comparacion
con controles sanos. También encontramos en ensayos de inmunoprecipitacion, que
p27kip1 interactua con Cbl-b en células T reguladoras. No se encontraron diferencias
significativas entre aquellos pacientes que se encontraban en remision y aquellos con
enfermedad activa.

Conclusién. Nuestros datos sugieren que la ligasa de ubicuitina Cbl-b es capaz de
regular la interaccién entre células T efectoras (CD4'CD257) y reguladoras
(CD4'CD25'CD127"), particularmente, la resistencia a la supresion a través de la
ubicuitinacion del regulador del ciclo celular p27kip1 en pacientes con LEG. Para
nuestro conocimiento, este es el primer trabajo en demostrar que p27kip1 es capaz de
interactuar con Cbl-b, lo cual puede constituir otro mecanismo mediante el cual esta
ligasa de ubicuitina es capaz de modular el umbral de activacion del receptor de
células T.



Marco Tedrico

El sistema inmune ha desarrollado multiples mecanismos de tolerancia
periférica, encaminados a contender las diversas células T y B autoreactivas
que logran escapar a los mecanismos de tolerancia central que se llevan a
cabo dentro del timo [1], y evitar el desarrollo de patologia autoinmune. Dentro
de estos mecanismos, se encuentran la anergia [2], y el efecto supresor
mediado a través de células T reguladoras (Tregs) [3, 4], entre otros.

La ruptura de los mecanismos de tolerancia periférica se asocia al
desarrollo y mantenimiento de patologia autoinmune, por lo que su regulacion
es de gran relevancia para el mantenimiento de la homeostasis del sistema
inmune.

Los mecanismos de tolerancia periférica, como la induccion de anergia y
la funcién de las células T reguladoras, pueden ser modulados por el sistema
de ubicuitinacidn [5]. Este sistema comprende la conjugacion de ubicuitina,
(proteina de 76 aminoacidos altamente conservada), a un sustrato protéico,
con la modificacion postraduccional de alta especificidad, dependiente e
independiente de protedlisis.

El mecanismo de conjugacion ubicuitina-proteina implica una secuencia
de reacciones enzimaticas, que involucran 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 [6, 7].

Recientemente se ha destacado el papel de 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
calcio/calcineurina [8-10].

La expresion de Cbl-b induce anergia al producir una disminucioén en la
fosforilacion de la fosfolipasa C y-1 (PLCy-1). Ello altera las vias de
senalizacion dependientes de calcio [11] y la formacién de una sinapsis
inmunoldgica efectiva [12, 13].

Asimismo, Cbl-b funciona como regulador negativo de la fosforilacion de
Vav 1, acoplando la proliferaciéon y la produccion de IL-2 a la presencia de
coestimulacion a través de CD28. Recientemente se ha descrito que Cbl-b es
capaz de modular la funcién de la cadena C del receptor de células T (TCR)
mediante la poliubicuitinacion K-33, lo cual se asocia a inhibicion de la
fosforilacidon y su asociacion con ZAP-70, mediante lo cual se bloquea la
senalizacion a través del TCR [14]. También se ha reportado que la actividad
catalitica de ligasa de ubicuitina de Cbl-b es esencial para la regulacién de la
funcionalidad en linfocitos T [15].

La ausencia de Cbl-b, como se observa en el ratéon Cbl-b " se asocia al
desarrollo de autoinmunidad espontanea e inmunopatologia inducida por un
reto antigénico [16, 17].

Las células T reguladoras en humanos se caracterizan por la expresiéon
de diversas moléculas, dentro de las cuales se destacan la cadena a del
receptor de IL-2 (CD25), asi como el factor de transcripcion FOXP3 (Forkhead
box P3) y la ausencia o baja expresion de CD127 (receptor de IL-7) [18]. Esta
subpoblacién celular se considera indispensable para el mantenimiento de la

tolerancia periférica y la homeostasis del sistema inmune.



Las células T reguladoras pueden dividirse en naturales, es decir
provenientes del timo e inducibles [19], que pueden distinguirse con base en
sus funciones y caracteristicas fenotipicas. Desde el punto de vista funcional,
las células T reguladoras se caracterizan por la capacidad de ejercer un efecto
supresor tanto de la proliferacion como de la respuesta efectora de diversas
subpoblaciones celulares, tales como linfocitos T CD4", CD8", y células NK [20,
21].

Las células T reguladoras ejercen su efecto supresor a través de
diversos mecanismos, que incluyen la produccion de citocinas supresoras, ( i.e.
IL-10[22], IL-35[23] y TGF-B[24]); citolisis mediada por granzimas [25];
alteraciones metabodlicas como muerte por deprivacion de citocinas y
mediadores bioquimicos como la adenosina [26]; e inhibicion de la maduracion
y funcién de células dendriticas [27]. Asimismo, se ha demostrado el
requerimiento de la expresiéon de FOXP3 en células T reguladoras para su
funcion supresora tanto in vitro como in vivo [28-30].

Las alteraciones tanto cuantitativas como funcionales de la subpoblacion
de células T reguladoras se han asociado al desarrollo y/o mantenimiento de
diversas patologias autoinmunes, tanto 6rgano especificas como sistémicas, en
modelos murinos y en humanos [19, 31-37].

El lupus eritematoso generalizado [38] es una enfermedad autoinmune
cronica, que se considera el prototipo de las enfermedades autoinmunes. Se ha
demostrado que los pacientes con LEG tienen defectos en los mecanismos de
tolerancia periférica [39, 40]. Sin embargo, estos no se han delineado con
precision. Existe evidencia que indica que las células T de los pacientes con

LEG tienen un comportamiento anormal.



Las células T de los pacientes con LEG tienen defectos claros en los
mecanismos de activacion. Muestran evidencia que indica un estado parcial de
activacioén, pero no se activan en forma optima si son estimuladas in vitro [41].

Por ejemplo, se han mostrado defectos en la expresion de las cadena (
del complejo TCR/CD3, asi como un franco defecto en la produccion de IL-2;
conllevan un incremento en la fosforilacion de cinasas de tirosina y en la
produccion de 1,4,5-inositol trifosfato. Lo anterior resulta en mayor liberacion de
calcio intracelular y el predominio de vias de sefalizaciéon que se asocian a la
expresion y translocacion nuclear de NF-AT [39, 42, 43].

Aunado a lo anterior, tanto en modelos murinos de LEG como en
humanos con la enfermedad, se ha demostrado que las células T CD4" son
resistentes a la induccion de anergia [44], lo cual se relaciona con un defecto
en la fosforilacion de Cbl-b y la expresion continua de ERK (extracellular signal-
regulated kinase) fosforilada [45].

En experimentos realizados en nuestro laboratorio se ha documentado
disminuciéon en la expresion de la ligasa de ubicuitina Cbl-b, tanto a nivel del
RNAmM como de la proteina en células T CD4" de pacientes con LEG, lo cual se
asocio con un fenotipo de resistencia a anergia, independientemente de la
actividad de la enfermedad, lo cual sugiere que forma parte de los defectos
intrinsecos en LEG [46].

Asimismo, nuestro grupo y otros han demostrado la presencia de
resistencia a la supresion por células T reguladoras en pacientes con LEG,
independientemente de la actividad de la enfermedad [47, 48], y de la ausencia

o presencia de linfopenia [49].



Aunado a lo anterior, en el modelo murino Cbl-b™ se ha demostrado que
la deficiencia de esta ligasa de ubicuitina se asocia a la resistencia de las
células T efectoras (CD4'CD257) al efecto supresor por las células T
reguladoras. Especificamente se ha demostrado que esta resistencia se
presenta en un contexto dependiente de TGF-B tanto in vitro como in vivo [50-
52], lo cual a su vez se asocié con un defecto en la fosforilacion de Smad2.

La resistencia de las células efectoras al efecto supresor de las T
reguladoras puede constituir un mecanismo por el cual se perpetue la
proliferacion aberrante de células T autoreactivas, por lo que podria
considerarse dentro del esquema fisiopatogénico de patologias autoinmunes,
tales como LEG. Los mecanismos moleculares involucrados, especificamente
la regulacion de la funcién de T reguladoras mediada por la ligasa de ubicuitina
Cbl-b no ha sido evaluada en pacientes con LEG, lo cual constituye el objetivo

del presente proyecto.

Planteamiento del Problema

El LEG es una enfermedad autoinmune sistémica caracterizada por
diversas alteraciones en los mecanismos de tolerancia periférica. Se han
descrito multiples defectos en los mecanismos de activacién de linfocitos T, asi
como alteraciones cuantitativas y funcionales tanto de células T efectoras como
reguladoras. Se desconoce a detalle cuales son los defectos que subyacen a
dichas alteraciones funcionales. Especificamente, se desconoce si existen
alteraciones en los mecanismos de regulacion funcional de células T
reguladoras mediada por ligasas de ubicuitina asociadas a la resistencia de las

células T efectoras a la supresién por T reguladoras en pacientes con LEG.



Debido a la potencial asociacion entre defectos en la expresion de la
ligasa de ubicuitina Cbl-b y la resistencia al efecto supresor por T reguladoras,
se propone que la alteracién en la regulacién funcional mediada por dicha
ligasa de ubicuitina puede tener un papel fisiopatogénico en el desarrollo de las

enfermedades autoinmunes, tales como lupus eritematoso generalizado.

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 ha sido ampliamente reconocido.

Por su parte, también es importante resaltar que recientemente se ha
demostrado que la prevalencia 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 [53], mientras que en
Estados Unidos se han reportado tasas entre 14.6 y 50.8 por 100 000
individuos [54].

Desde el punto de vista fisiopatogénico, la resistencia al efecto supresor
por T reguladoras confiere un mecanismo de evasion mediante el cual las
células T efectoras autoreactivas son capaces de mantener una respuesta
proliferativa y efectora aberrante, especialmente en un microambiente
inflamatorio. Lo anterior se asocia con la induccion y mantenimiento de
autoinmunidad en enfermedades tales como el LEG. EI conocimiento de los

mecanismos de regulacién funcional de las células T reguladoras mediados por
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ubicuitinacion es de gran relevancia para ampliar el modelo fisiopatogénico de

la enfermedad.

Pregunta de Investigacion

¢ Existen alteraciones en la expresion de la ligasa de ubicuitina Cbl-b en
células T reguladoras que se asocien a alteraciones en los mecanismos de
regulacion funcional y a la resistencia a su efecto supresor de dicha

subpoblacién celular en pacientes con LEG?

Hipotesis
Existe disminucidon en la expresién de la proteina Cbl-b en células T
reguladoras de pacientes con LEG, en comparacién con células T de sujetos

normales, lo que confiere resistencia al efecto supresor en pacientes con LEG.

Objetivos

General
Evaluar la expresion de la proteina Cbl-b en células T reguladoras de
pacientes con LEG, asi como su efecto en términos funcionales sobre la

supresion de células T efectoras.

Especificos
1. Evaluar la expresion de la proteina Cbl-b en células T reguladoras
purificadas de pacientes con LEG bajo diferentes condiciones

experimentales y en cocultivos con células T efectoras.
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2. Evaluar la respuesta proliferativa en cocultivos de células T CD4°CD25
(efectoras) y T reguladoras, tanto autélogos como alogénicos en

pacientes con LEG y controles.

Material y Métodos

Pacientes y Controles. Se estudiaron 25 pacientes mayores de 18 afos,
con LEG diagnosticado en base a los criterios de clasificacion del Colegio
Americano de Reumatologia [55] provenientes del servicio de consulta externa
de reumatologia del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricidon
Salvador Zubiran. Se obtuvo informacioén clinica relevante a partir de su
expediente. Se registré la actividad de su enfermedad el dia de la toma de la
muestra de acuerdo al indice SLEDAI [56].

Criterios de Inclusion

Pacientes:

e Pacientes de 18 a 45 afios de edad con diagndstico de LEG
segun los criterios del Colegio Americano de Reumatologia, que
se encontraran en remision (SLEDAI 0) o activos (SLEDAI > 6).

e Sin antecedente de tratamiento con corticoesteroides e
inmunosupresores en los 12 meses previos a la toma de muestra
para pacientes en remision y 1 mes para pacientes activos.

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

Controles:
¢ Individuos sanos de 18 a 45 afios de edad.

¢ Sin antecedentes heredo familiares de LEG.

12



Criterios de Exclusién

e Diagnostico de embarazo.

e Diagnéstico de patologias que pueden alterar el numero de
células T reguladoras, tales como diabetes mellitus, esclerosis
multiple, enfermedad inflamatoria intestinal, artritis reumatoide.

e Diagnéstico de infecciones virales cronicas.

La participacion de los pacientes y controles fue voluntaria; cada
individuo firmé una hoja de consentimiento informado.

Calculo del tamafio de la muestra

Se realizé tomando en cuenta la media y DE de la proteina Cbl-b en
células T CD4+ de pacientes con LEG bajo condiciones de activacién, con una
significancia a dos colas del 5% y un poder del 95%, con una delta de 0.35.

N= 2K&°/A?

N=2.038/0.1225= 16.7 = 17 sujetos por grupo (nUmero minimo)

Obtencion de células efectoras y reguladoras. Los experimentos se
realizaron con células T CD4" obtenidas de sangre periférica. A cada sujeto se
le extrajeron 60 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 seleccién negativa mediante microesferas magnéticas (pureza
mayor a 95%). Posteriormente para la obtencion de células T reguladoras se
seleccionaron de esta poblacion aquellas CD25" mediante seleccion positiva
con microesferas magnéticas (pureza 90%).

Estados Funcionales. Las células efectoras CD4" CD25 y células T

reguladoras CD4" CD25" (purificadas) se estudiaron en diferentes estados: A)

13



Ex vivo: Sin ninguna manipulacién; inmediatamente después de su obtencion;
B) Posterior al reposo: Se dejaron en reposo (RPMI 1640 adicionado con 10%
de suero bovino fetal); C) Post activacién: Se estimularon durante 48 horas con
anti-CD3 unido a placa (5 pg/mL) y anti-CD28 soluble (2.5 pug/mL).

Ensayos funcionales. Cocultivos. Se realizaron cocultivos tanto
autélogos como alogénicos, con las células efectoras CD4" CD25 y células T
reguladoras CD4" CD25" (purificadas) ante el estimulo de activacién y reposo.

Cuantificacion de proliferacion. Previo a la aplicacion de los estimulos
las células T fueron incubadas con éster de diacetato succinimidil
carboxifluoresceina (CFSE). Después del estimulo, se cuantifico Ila
fluorescencia de las células en un citémetro de flujo. La proliferacién se calculo
de acuerdo al indice de proliferacion celular [57].

Expresion de la proteina Cbl-b. Se obtuvieron lisados de las células T
reguladoras purificadas como se describid previamente. Se realizé6 WB para
Cbl-b y se normalizé con B-actina.

Analisis Estadistico. Los resultados fueron expresados en términos de
media y desviacion estandar. Se realizé la comparacion entre grupos por
variable desenlace mediante t de Student y ANOVA, segun fuera conveniente.
Se consideré como significancia estadistica una p<0.05. El analisis se realizé

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.
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Los investigadores se apegaron a los preceptos de la Declaracion de
Helsinki. Asimismo, seguimos los lineamientos éticos en materia de
investigacion que sefala la Norma Oficial Mexicana (NOM 166-SSA1-1997).

El protocolo de investigacion contd con aprobacion por el comité de ética

institucional (Ref 441).

Resultados
1. Caracteristicas clinicas y demogréficas de los pacientes con LEG.

Se reclutaron 25 pacientes y 25 controles sanos ajustados por edad y
sexo. De los 25 pacientes con LEG incluidos, 15 se encontraban activos sin
tratamiento inmunosupresor y 10 se encontraban en remisidén. El indice de
actividad promedio (SLEDAI) para los pacientes activos fue de 16.0 puntos

(Tablal).

Media
Edad (afios) 35.2
Mujeres 20/5
Tiempo desde el 5.6
diagnostico (afios)
Tiempo en remision 4.5
(afnos)
SLEDAI (puntos) 16.0

Tabla 1. Caracteristicas clinicas y demogréficas de los pacientes con LEG.
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2. Resistencia a la supresion por células T reguladoras en células T
efectoras de pacientes con LEG.

En los cocultivos autélogos, las células T efectoras (CD4°CD25°) de los
pacientes con LEG mostraron incremento en el indice de proliferacion, mientras
que en los cocultivos alogénicos las células T efectoras (CD4'CD257) de los
controles sanos mostraron una adecuada supresion (disminuciéon en la
proliferacion) por las células T reguladoras de los sujetos con LEG (r=0.553,
p=0.041) (Figura 1). Por lo tanto, en pacientes con LEG se demostrd
resistencia a la supresion por células T reguladoras (CD4"CD25'CD127°) en

comparacién con controles sanos en los ensayos de proliferacion (Figura 2).

Tef Ctl : Tregs LEG Tef LEG : Tregs LEG

150 | 300 -

1007 2 775 200

Count
N
N
w

50 100

T T T T
1 3 5 7 5 A
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Figura 1. Resistencia de las células T efectoras al efecto supresor de células T

reguladoras en LEG.
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Figura 2. Porcentaje de supresion de la proliferacion de células T efectoras de
pacientes con LEG y controles sanos en presencia de células T reguladoras en

cocultivos alogénicos y autdlogos.

3. Deficiencia en la expresion de la proteina Cbl-b en células T
reguladoras de pacientes con LEG.

La resistencia de las células T efectoras a la supresion por células T

reguladoras se asocidé a un defecto en la expresién de la proteina Cbl-b

(1.32+1.0 vs 2.8£1.8, p=0.002) en comparacion con los controles sanos (Figura

3).
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Figura 3. Expresion de la proteina Cbl-b en células T reguladoras de pacientes

con LEG (activos y en remision) y controles sanos.

No se encontraron diferencias significativas entre aquellos pacientes que

se encontraban en remision y aquellos con enfermedad activa (Figura 4).
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Figura 4. Expresion de Cbl-b en células T reguladoras de pacientes con LEG.

4. Resistencia a la supresién por células T reguladoras via ubicuitinacién

de p27kip1.

Hubo una tendenc

ia a la disminucion en la expresion del regulador del

ciclo celular p27kip1 en las células T reguladoras de los pacientes con LEG en

comparacién con los cont

roles sanos (Figura 5).

27 KDa

47 KDa

Control LEG

p27kipl

* - - B-actina

Figura 5. Expresién de

p27kip1 en células T reguladoras de pacientes con

LEG.
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Asimismo, demostramos en ensayos de inmunoprecipitacion la

interaccién entre p27kip1 y la ligasa de ubicuitina Cbl-b (Figura 6).

Ctrl
LEG
Ctri
LEG

B: p27%e! P ’ B: Ubicuitina

IP: Cbl-b IP: p27%et

Figura 6. Cbl-b interactua con p27kip1.

Discusiéon y Conclusion

Encontramos en las células T de los pacientes con LEG resistencia a la
supresion por células T reguladoras en términos de la respuesta proliferativa, y
su asociacion con la expresion defectuosa de la proteina Cbl-b. Hubo también
una tendencia a la disminucién en la expresion de p27kip1 en las células T
reguladoras de los pacientes con LEG en comparacién con lo obtenido en
células de individuos sanos. Estos defectos pueden ser considerados
intrinsecos, puesto que se presentan tanto en pacientes con enfermedad
activa, como en aquellos en remision.

Nuestros hallazgos concuerdan con lo previamente reportado sobre el
fendmeno de resistencia a la supresién por células T reguladoras en pacientes
con LEG [46, 47]. Dicho fendbmeno se ha documentado en ratones deficientes
de Cbl-b, que muestran patologia similar a LEG [50], y se presenta en un

contexto dependiente de TGF-B.
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El defecto en la expresion de Cbl-b en la poblacién de células T
efectoras en pacientes con LEG y su asociacion con el fenbmeno de
resistencia a anergia, asi como con multiples defectos en la sefializacién a
través del receptor de células T, ha sido demostrado previamente por nuestro
grupo de investigacion [46].

Debido a su relacion con la resistencia a la respuesta supresora, se
evalud la expresion de diferentes sustratos de la ligasa de ubicuitina Cbl-b
(p85PI3K, Vav1), siendo el regulador del ciclo celular p27kip1 el potencial
sustrato para el cual se encontré una diferencia significativa en comparacién
con células T reguladoras de controles sanos. En efecto, se ha documentado
que la deficiencia de p27kip1 en células T reguladoras se asocia al desarrollo
de patologia autoinmune en modelos murinos (artritis inducida por colageno y
LEG)[58]. Nuestros hallazgos concuerdan con lo reportado previamente y
denotan el papel del regulador del ciclo celular p27kip1 como una molécula
clave para ciertos mecanismos de tolerancia periférica, como la anergia y la
supresion por células T reguladoras. Nuestros datos sugieren que la ligasa de
ubicuitina Cbl-b es capaz de regular la interaccion entre células T efectoras y
células T reguladoras, particularmente la resistencia a la supresion, via la
ubicuitinacion de p27kip1 en pacientes con LEG. Para nuestro conocimiento,
este es el primer estudio en demostrar que p27kip1 es capaz de interactuar con
Cbl-b a través de ensayos de inmunoprecipitacion, lo cual puede constituir otro
mecanismo por el cual esta ligasa de ubicuitina es capaz de modular el umbral
de activacion del receptor de células T.

Se plantea evaluar en posteriores trabajos la expresion de otros

potenciales sustratos de Cbl-b que participen en los mecanismos de regulacion
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funcional y en la resistencia a la supresiéon por células T reguladoras de
pacientes con LEG. Goodman y cols describieron un aumento en la expresion
de IL-6 en diversos tejidos en el contexto de patologia autoinmune [59]. Esta
citocina proinflamatoria inhibe la respuesta supresora por células T reguladoras
y promueve la activacion de diversos factores de transcripcion, entre ellos
Stat3, lo que promueve la expresién de células Th17 autorreactivas via la
expresion de RORyt e IL-23R. Estudiaron células T efectoras y reguladoras de
controles sanos estimuladas con IL-6 en presencia o ausencia de inhibidores
de Stat3. La presencia de IL-6 inhibié la supresiéon por células T reguladoras,
misma que fue revertida tras inhibir la fosforilacién de Stat3. Dichos trabajos
sugieren que la resistencia a la respuesta supresora por células T reguladoras
es dependiente de la senalizacion a través de Stat3. Proponemos Stat3 como
otro potencial sustrato de la ligasa de ubicuitina Cbl-b, cuya deficiencia en
células T reguladoras de pacientes con LEG puede llevar a la disminucién en la
degradacion de Stat3 a través de la via del proteosoma y por tanto a un
incremento en la via de senalizacion a través de dicha molécula y a la
polarizacion hacia el linaje Th17. Se requieren mas estudios para corroborar
dicha hipotesis.

En resumen, las células T efectoras de los pacientes con LEG presentan
resistencia a la supresién por células reguladoras, asociada a un defecto en la
expresion de la ligasa de ubicuitina Cbl-b y del regulador del ciclo celular
p27kip1. Dicho defecto puede ser considerado como intrinseco, ya que no
depende de la actividad de la enfermedad. Lo anterior sugiere que la regulacion
del ciclo celular, especificamente el paso de la fase G1 a S, es un evento clave

para la modulacion de la tolerancia periférica tanto en células T efectoras como
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en células T reguladoras. Nuestros hallazgos sugieren que p27kip1 es regulado
por el sistema de ubicuitinacién, concretamente, a través de la interaccion con
la ligasa de ubicuitina Cbl-b. El presente trabajo constituye la base para el
estudio del papel de Cbl-b en la modulacién funcional de células T reguladoras

en pacientes con LEG.
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