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RESUMEN

Objetivo: Los linfocitos T (LT) de pacientes con lupus eritematoso sistémico (LES)
presentan una disminucion en el umbral de activacién e incremento en la apoptosis.
Estos procesos son regulados en parte por la O-glicosilacion de receptores de
membrana. Por lo que en este estudio evaluamos por citometria de flujo el patrén
de O-glicosilacién de LT de pacientes con LES y su relacidon con actividad de la
enfermedad.

Métodos: Por medio de citometria de flujo se determiné el patron de O-glicosilacion
en LT CD4+ de pacientes con LES y de individuos sanos usando las lectinas de
Amaranthus leucocarpus (ALL) y Artocarpus integrifolia (jacalina).

Resultados: Con ALL, pero no con jacalina, se observaron alteraciones en el patron
de O-glicosilacion en LT de pacientes con LES. Se encontré disminucién en el
porcentaje y en la mediana de la intensidad de fluorescencia (MIF) de los LT
CD4+ALL+ de pacientes con LES activo. Ademas, se encontré una correlaciéon
negativa significativa entre el porcentaje y la MIF de LT CD4+ ALL+ y el indice de
actividad de la enfermedad del lupus eritematoso sistémico (SLEDAI). No hubo
diferencias en el reconocimiento de ALL entre los LT activos y los LT reguladores.
No se encontré correlacion entre el reconocimiento de ALL y el porcentaje de LT
CDA4+ en apoptosis.

Conclusion: Estos hallazgos sugieren que hay alteraciones en la glicosilacion de

LT de pacientes con LES y se correlacionan con la actividad de la enfermedad.



ABSTRACT

Objective: T lymphocytes of patients with systemic lupus erythematosus (SLE)
present a decreased activation threshold and increase in apoptosis. These
processes are regulated partially by O-glycosylation of membrane receptors.
Therefore, in this study we assessed through flow cytometry the O-glycosylation

pattern of T lymphocytes in SLE patients and its relation with disease activity.

Methods: Through flow cytometry, the O-glycosylation pattern of T lymphocytes was
determined in SLE patients and healthy individuals, using Amaranthus leucocarpus

(ALL) and Artocarpus integrifolia (jacalin) lectins.

Results: With ALL, but not with jacalin, alterations in the O-glycosylation pattern
were observed in SLE patients. A diminution in the percentage and median of the
fluorescence intensity (MFI) of CD4+ALL+ T lymphocytes was found in active SLE
patients. Significant negative correlation was found between the percentage and the
MFI of CD4+ ALL+ T lymphocytes and the Systemic lupus erythematosus disease
activity index (SLEDAI). There was no difference in the recognition by ALL on
activated T helper cells and T regulatory (Treg) cells. No correlation was found
between ALL recognition and the percentage of CD4+ T lymphocytes undergoing

apoptosis.

Conclusion: These findings suggest alterations in T lymphocytes O-glycosylation in

SLE patients that correlate with disease activity.



INTRODUCCION

El lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad autoinmune, la cual puede
afectar multiples 6rganos y puede presentar un amplio espectro de manifestaciones
clinicas. Se desarrolla principalmente en mujeres en edad reproductiva en una
proporcion de 9 mujeres por cada hombre (Sanchez-Rodriguez et al., 2004). Las
tasas de incidencia y prevalencia difieren dependiendo del area de estudio. En los
Estados Unidos la tasa de incidencia es de 5,1 casos por cada 100,000 habitantes
por afo y la de prevalencia es de 52 por cada 100,000 habitantes. En poblaciones
asiaticas se ha determinado una incidencia anual de 3 a 5 casos cada por 100,000
habitantes y una prevalencia que oscila entre 30 a 60 casos por cada 100,000

habitantes (Cervera y Pallares et al., 2008).

En la etiopatogenia del LES se encuentran involucrados factores inmunoldgicos,
genéticos, hormonales y ambientales que desempefian un papel importante en la

regulacion de la tolerancia inmunoldégica (Liu y Davidson, 2012).

LES puede estar activo o inactivo, cuando esta activo hay incremento en moléculas
relacionadas con la activacion de los LT como CD98, CD25, HLA-DR y CD38
(Alcocer-Valera et al., 1991). Ademas, hay aumento de los LT de memoria y
produccion de citocinas proinflamatorias (Ardoin y Pisetsky, 2008). En la clinica se
utilizan varios indices para determinar la gravedad de los pacientes, uno de los mas
utilizados es el SLEDAI (Bombardier et al., 1992).

El suero de los pacientes con LES se caracteriza por presentar autoanticuerpos
contra antigenos como el acido desoxirribonucleico (DNA) de doble cadena, DNA
de cadena sencilla, el acido ribonucleico (RNA), ribonucleoproteinas (Ro, La, Sm)y
antigenos del citoesqueleto (Cozzani et al., 2014). Los autoanticuerpos en los
pacientes con LES son de alta afinidad y de clase inmunoglobulina (Ig) G, lo que
indica que ocurre el cambio de isotipo para lo que se requiere la participacién de los
LT. Estudios han mostrado que los LT de pacientes con LES sobreexpresan la
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molécula CD40L (Koshy et al., 1996; Desai-Mehta et al., 1996) lo que les permitira
una mayor interaccion con los linfocitos B y asi ayudar a su diferenciacion,

proliferacion y cambio de isotipo.

La asociacion de LES particularmente con alelos de moléculas del complejo
principal de histocompatibilidad (MHC) clase Il y la maduracién de la afinidad en la
produccion de autoanticuerpos de clase IgG, sugiere que los LT juegan un papel
importante en la patogénesis (Gatto et al., 2013). Ademas, el papel fundamental de
los LT en el desarrollo del LES se ve respaldado por estudios realizados en modelos
murinos, como en los ratones NZB/NZW F1 (B/W), los cuales desarrollan una
enfermedad tipo lupus, si en estos animales los LT son depletados por medio de
anticuerpos monoclonales se logra evitar el desarrollo de la enfermedad (Wofsy y
Seaman, 1987). Adicionalmente, la cruza de ratones NZB/NZW F1 (B/W) y ratones
nu/nu, los cuales no tienen timo, produce ratones que no desarrollan lupus (Mihara
et al., 1988).

Los pacientes con LES presentan alteraciones en los procesos de activacion y
apoptosis de LT (La Cava, 2008) o alteraciones en el numero de subpoblaciones
especificas de LT como los LT doble negativos y los LT reguladores (LT reg) (Mak
y Kow, 2014; Ohl y Tenbrock, 2014).

En la siguiente seccion revisaremos algunos aspectos sobre las alteraciones
descritas en la activacion de los LT de pacientes con LES y después en el proceso

de apoptosis.



Alteraciones en la activacion de los linfocitos T de pacientes con LES.

Los LT de pacientes con LES y de modelos murinos presentan un incremento
anormal en el flujo de calcio citoplasmatico e incremento en la fosforilacién de
residuos de tirosina en proteinas senalizadoras al ser estimulados via el complejo
receptor de linfocitos T (TCR) comparado con LT de individuos sanos (La Cava,
2008; Moulton y Tsokos, 2011). Estas alteraciones en la sefalizacion intracelular
conllevan a un perfil alterado de citocinas, como una baja produccién de interleucina
2 (IL-2) (Katsiari et al., 2005).

Estos defectos se han relacionado con alteraciones en las proteinas sefalizadoras
del complejo TCR como la proteina CD3 ¢ (Moulton y Tsokos, 2011). Normalmente
esta proteina es fosforilada en los residuos tirosina de los motivos de activacién del
inmunoreceptor basado en tirosina (ITAMs) por accion de la proteina tirosina cinasa
especifica de linfocitos (LCK), al estimular los LT por via TCR. Los ITAMs
fosforilados de la cadena ¢ de CD3 sirven para reclutar a la proteina de 70 kDa
asociada a ¢ (ZAP70), la cual es también fosforilada por LCK. ZAP70 fosforila a la
proteina adaptadora del linfocito T (LAT) y a la proteina ligadora que contiene el
dominio SH2 de 76 kDa (SLP-76) lo que desencadena tres vias de sefnalizacién rio
abajo y la posterior translocacion de factores nucleares como el factor nuclear k3
(NF-kB), el factor nuclear de células T activadas (NFAT) y la proteina de activaciéon
1 (AP1) (Abbas et al., 2015).

En la mayoria de los LT de pacientes con LES se han descrito alteraciones tanto a
nivel de la transcripcion, el splicing y la traduccién que contribuyen a la deficiente
expresion deficiente de CD3 ¢, como del factor transcripcional EIf-1 (factor tipo E-
74) el cual se une al promotor de CD3 { e induce su expresion en LT normales. En
LT de pacientes con LES la forma funcional del EIf-1 se encuentra disminuida por
alteraciones en los mecanismos postraduccionales (Juang et al., 2002). Ademas, se
ha descrito un incremento en la unién del represor transcripcional CREM (elemento

modulador de respuesta a adenosina monofosfato ciclico) al promotor de CD3 { en



LT en LES comparado con LT normales y LT de pacientes con artritis reumatoide
(Tenbrock et al., 2005).

Las alteraciones en el mecanismo de corte y empalme en LT de pacientes con LES
dan lugar a la formacién de varias formas alternativas del RNA mensajero (RNAm)
de CD3 , las cuales tienen baja estabilidad y llega a estar afectada su traduccion
(Nambiar et al., 2001; Chowdhury et al., 2005). Se ha observado un aumento en la
ubiquitinacién de CD3 C lo que media su protedlisis por el proteosoma (Nambiar et
al., 2002), ademas de un incremento en la expresidén de caspasa 3, que escinde a
CD3 ¢, (Krishnan et al., 2005) y en la degradacion lisosomal dependiente de HRES-
1/Rab4 (Fernandez et al., 2009). Todos estos mecanismos conllevan a la

disminucion de CD3  asociado al TCR.

En los linfocitos de estos pacientes se ha encontrado que la cadena FcRy (cadena
gamma del receptor Fc), molécula estructuralmente homologa a CD3, se asocia al
complejo TCR en lugar de CD3 . Por inmunoprecipitacion se mostré que FcRy se
asocia a CD3¢ y SYK (Tirosina cinasa del bazo) en LT de pacientes con LES pero
no en LT de individuos sanos (Enyedy et al., 2001). Puesto que SYK puede fosforilar
otras SYK o ITAMS sin ayuda de Lck, al contario de ZAP-70 que requiere la
participacion de esta cinasa, SYK podria acelerar la cinética de la fosforilacion y
producir las alteraciones encontradas en los LT de pacientes con LES. Esto se ve
respaldado por estudios que muestran que al inducir la expresiéon de FcRy en
linfocitos de individuos sanos se observé que parte de esta proteina interaccionaba
con el TCR en lugar de CD3 . Al ser activadas estas células ocurre un incremento
en la fosforilacion de residuos de tirosina y en la concentracion de calcio citosdlico
de manera similar a lo reportado en LT de pacientes con LES. Cuando los LT de
pacientes con LES fueron transfectados con un vector que codificaba el CD3  para
forzar su expresién, se encontré que el incremento en la fosforilacion de residuos
tirosina y en la concentracién de calcio citosoélico inducido por estimulos TCR/CD3
se normalizé. La produccién baja de IL-2 por LT en LES se atribuye principalmente

a la expresioén disminuida de la cadena p65 de NF-kB, lo cual queda confirmado por
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el hecho de que el restablecimiento de la expresiéon de p65 en los LT transfectados
con CD3 ¢ produce niveles normales de IL-2 al ser estimulados. Ademas, la
sobreexpresion de SYK en LT de individuos sanos reproduce los defectos
encontrados en los LT de pacientes con LES, como son la sobreexpresion de CD44,
IL-21, PP2A (proteina fosfatasa 2) y OAS2 (2'-5'-oligoadenilato sintetasa)
(Grammatikos et al., 2013).

La inhibicion de SYK con el farmaco R406 provoca una disminucion en el flujo de
calcio inducido por sefiales del TCR y disminuye la polimerizacién acelerada de
actina observada en LT de pacientes con LES, en los cuales se ha observado una
rapida polimerizacion de actina (Krishnan et al., 2008). Ademas, la inhibicion de SYK
con el farmaco R788 evita la manifestacion de la enfermedad en ratones MLR/Ipr y
suprime el dafio en higado y piel en ratones con enfermedad establecida (Deng et
al., 2010). El bloqueo de sefales de SYK es un blanco terapéutico en LES
(Grammatikos et al., 2013).

Alteraciones en moléculas coestimuladoras y de adhesion.

La expresion de varias moléculas que participan en las vias de coestimulacion de
los LT se encuentra alterada en los LT de pacientes con LES y éste es uno de los
factores que participa en la disminucién de la barrera de activacion y en el fenotipo
diferente que presentan los LT de pacientes con LES tras su activacion (Moulton y
Tsokos, 2011).

El ligando de CD40 (CD40L) es una proteina que pertenece a la superfamilia de
receptores de TNF (factor de necrosis tumoral) y es expresado en LT activos para
interactuar con CD40 expresado en linfocitos B, células dendriticas y macréfagos.
CDA40L desencadena senales para el cebado de LT, la proliferacion dependiente de
antigeno y la regulacion de algunas funciones de LT CD8+ (Karimi y Pourfathollah,
2012).
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Se ha observado que CD40L esta sobreexpresado en LT de ratones propensos a
lupus (Mohan et al., 1995; Blossom et al., 1997; Lettesjo et al., 2000). Ademas en
algunos pacientes con LES se ha encontrado incremento en la expresion basal de
CD40L en LT CD4+ y en el porcentaje de células CD4+CD40L+ comparado con
individuos sanos, estos linfocitos después de ser activados sobreexpresan aun mas
esta molécula y mantienen su expresion por mas tiempo que los linfocitos de
individuos sanos (Koshy et al., 1996; Desai-Mehta et al., 1996).

En mujeres con LES se ha observado desmetilacion en la secuencia regulatoria del
gen de CD40L lo que ocasiona en parte la sobreexpresion de esta molécula (Lu et
al., 2007). El tratamiento con inhibidores de la metilacion han mostrado causar
sobreexpresion de RNAm de CD40L lo que a su vez promueve una fuerte
interaccion de linfocitos B con LT y un incremento en la produccion de
autoanticuerpos (Zhou et al., 2009). La expresion de CD40L en pacientes con LES
también puede ser incrementada por los estrogenos, ya que se ha reportado que al
cultivar LT de pacientes con LES en presencia de estradiol hay un incremento en la
expresion de CD40L y este es significativamente mayor al observado en LT de

individuos sanos cultivados en las mismas condiciones (Rider et al., 2001)

Se ha reportado que al estimular LT con anticuerpos anti-CD3 y anti- CD40L estos
se activan y secretan citocinas como interferén y (IFN-y), TNFa e IL10, sin la
necesidad de estimulos via CD28 (Blair et al., 2000). Puesto que los LT de pacientes
con LES expresan mayores niveles basales de CD40L éste podria mediar la
activacion de linfocitos en LES. Lo anterior sugiere que el bloqueo de la interaccion
de CD40L y CD40 podria disminuir la produccién de autoanticuerpos en LES y las
manifestaciones clinicas. Sin embargo, los resultados de estudios en los cuales se
ha bloqueado esta interaccion por anticuerpos monoclonales (Sidiropoulos y
Boumpas 2004; Kow y Mak 2013) no son muy alentadores. En ratones propensos
a lupus el tratamiento con anti-CD40L puede retrasar el inicio de la enfermedad si
el tratamiento es dado meses antes del inicio de los sintomas (Mohan et al., 1995)

y se previene la produccion de autoanticuerpos y el depdsito de complejos inmunes
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en el rindn; sin embargo, esto no evita que la enfermedad se desarrolle (Quezada
et al., 2003). Mas aun, en un ensayo doble ciego fase Il de pacientes con LES
moderado tratados con IDEC-131 (anti-CD40L) no se encontraron diferencias
significativas en reduccién de la actividad de la enfermedad (Kalunian et al., 2002).
Otros estudios han mostrado complicaciones tromboembdlicas del tratamiento con
anti-CD40L. (Kawai et al., 2000; Boumpas et al., 2003).

El suero de pacientes con LES contiene titulos altos de CD40L soluble que
correlacionan positivamente con los titulos de anticuerpos anti-DNA doble cadena y
el SLEDAI (Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index) (Kato et al.,
1999). Sin embargo, en otro estudio se encontr6 que los pacientes en remision
tienen mayores titulos de CD40L que los pacientes con enfermedad activa (Urquizu-
Padilla et al., 2009).

Otra molécula de coestimulacion que se ha encontrado alterada en LES es ICOS
(coestimulador inducible) la cual es miembro de la superfamilia de receptores con
dominios de inmunoglobulina, a la que también pertenece CD28. ICOS puede
incrementar la proliferacidén y secrecion de citocinas en células T al interaccionar
con su ligando CD275, el cual se expresa constitutivamente en linfocitos B y es
inducible en células dendriticas y monocitos (Simpson et al., 2010). ICOS se
sobreexpresa en LT CD4+ y CD8+ mientras que su ligando CD275 se encuentra
disminuido en linfocitos B de memoria CD27+ en pacientes con LES, probablemente
debido a su reciente interaccion con LT ICOS+ (Hutloff et al., 2004: Yang et al., 2005).
Los pacientes con nefritis lupica sobreexpresan ICOS en los linfocitos
CD4+CD45R0O+ comparados con linfocitos de pacientes sin nefritis e individuos
sanos. En biopsias de rinones de pacientes con nefritis lUpica se ha encontrado
formacion de estructuras parecidas a centros germinales en los cuales los linfocitos
B y LT ICOS+ estan en estrecho contacto (Hutloff et al., 2004: Li et al., 2012). En
modelos murinos se ha observado que la expresion de ICOS en LT es requerida

para la producciéon de citocinas inflamatorias y para la formacion de lesiones
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perivasculares en rifidn, lo que sugiere que las vias de ICOS participan en la

patogenia de la nefritis lupica (Odegard et al., 2009).

La estimulacion de los LT CD4+ y CD8+ de pacientes con LES por la via de ICOS
muestran defectos en la fosforilacion de proteinas sefalizadoras como la cinasa
regulada por sefial extracelular (ERK), hiperproliferacion y baja produccién de IL-2
(Yang et al., 2005; Gang et al., 2009). Se ha realizado un ensayo clinico fase Ib con
anticuerpos anti-ICOS sin embargo todavia se esperan los resultados del ensayo
([78] NCT00774943, http://www.clinicaltrial.gov/.).

El receptor CD28 pertenece a la superfamilia las inmunoglobulinas y es expresado
en LT CD4+ y CD8+. Se une a CD80 y CD86 expresado en las células
presentadoras de antigeno y promueve la proliferacion y activacion de los LT (Kow
y Mak 2013). Se ha encontrado una disminucion en el porcentaje de LT CD4+CD28+
de pacientes con LES comparado con individuos sanos, ademas de un incremento
en el porcentaje de linfocitos B CD19+CD80+ (Alvarado et al., 1994; Kaneko et al.,
1996; Hu et al., 2004). Los LT de pacientes con LES presentan mayor proliferacion
al ser estimulados con anti-CD28 y anti-CD3, que los linfocitos de individuos sanos
(Alvarado et al., 1994).

En modelos murinos de lupus se ha mostrado que la terapia con Abatecept, una
proteina formada por la unién del Fc de IgG1 al dominio extracelular del antigeno 4
del linfocito T citotdéxico (CTLA-4), produce una marcada disminucién de LT CD69+,
ademas de retrasar en el inicio de la enfermedad y la expresion de titulos altos de
anticuerpos anti-DNA (Mihara et al., 2000). Terapia combinada de Atacicept, el cual
inhibe la unién de BAFF (factor activador de células B) a sus receptores, y
Abatecept, que inhibe la unibn de CD28 a CD80 y CD86, produce retraso en el
inicio de la enfermedad, disminucién de la produccion de autoanticuerpos, reversion
de nefritis e incremento de la supervivencia (Ramanujam et al., 2004). En un estudio
realizado en pacientes con nefritis lupica clase Ill 6 IV tratados con abatecept y

terapia de fondo con micofenolato y glucocorticoides se encontré una mejora en los
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niveles de anticuerpos anti-dsDNA, complemento y proteinas en orina (Furie et al.,
2014)

Alteraciones en las balsas lipidicas

Las balsas lipidicas son regiones dinamicas de la membrana ricas en esfingolipidos
y colesterol, su tamano es de algunos nanémetros y fueron identificados por su
insolubilidad en detergentes no ionicos, para su estudio se ha usado la subunidad
B de la toxina de codlera, la cual reconoce al esfingolipido GM1 constituyente de las
balsas lipidicas (Tuosto et al., 2001; Simons y Sampaio, 2011). Muchas moléculas
que participan en la senalizacion del LT se agrupan en estos microdominios como
por ejemplo las cinasas LCK y FYN, proteinas asociadas a trifosfato de guanosina,
CD4, CD8, LAT y receptores ligados a glicosilfosfatidilinositol (Dykstra et al., 2003;
Kabouridis y Jury, 2008).

Los LT de pacientes con LES expresan altos niveles del glicoesfingolipido GM1
comparado con LT de individuos sanos, lo que indica que una mayor fraccion de la
membrana de los linfocitos de pacientes con LES se encuentra formando balsas
lipidicas (Jury et al., 2003; Krishnan et al., 2004).

La LCK en LT de pacientes con LES tiene colocalizacion reducida dentro de las
balsas lipidicas, lo cual se relaciona con un incremento en la ubiquitinizacién de
varias proteinas senalizadoras del TCR, entre ellas la misma LCK, lo que marcaria
a estas proteinas para su degradacion en el proteasoma. Sin embargo,
experimentos de activacion in vitro mostraron que la disminuciéon de LCK fue

independiente del proceso de activacion de los linfocitos (Jury et al., 2003).
Por otra parte, CD45 se encuentra disminuido en la fraccion de membrana que no

contiene balsas lipidicas de LT de pacientes con LES pero esta aumentado en la

fraccion de balsas lipidicas comparado con linfocitos de individuos sanos.
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Experimentos de inmunoprecipitacion han mostrado un incremento en la asociacion
de CD45 y LCK en pacientes con LES y dado que CD45 desfosforila la tirosina
inhibitoria (Y505) de LCK cambiando asi a su forma activa, este podria ser un
mecanismo que explica el incremento en la forma activa de LCK dentro de las balsas
lipidicas (Jury et al., 2004). Otros reportes han mostrado disminucién de la actividad
basal de CD45 en LT de pacientes con LES, que es revertida e incrementada si
dichos linfocitos son activados con anti-CD3, lo cual no se aprecia en linfocitos de

individuos sanos (Blasini et al., 1998).

Por microscopia de fluorescencia se ha observado la inclusion de FcRy dentro de
las balsas lipidicas de LT de pacientes con LES pero no en linfocitos de individuos
sanos. Ademas, la cinasa de tirosina SYK se encuentra enriquecida en balsas
lipidicas de pacientes (Krishnan et al., 2004) lo que concuerda con lo comentado

anteriormente en el sentido de que FcRy sefializa por medio de SYK y no de LCK.

En LT de pacientes con LES se ha observado un incremento en la movilidad lateral
de las proteinas de membrana y una rapida agregacion de las balsas lipidicas
después de ser estimulados con anti-CD3 (Krishnan et al., 2004), lo que favorece la
polarizacion de las proteinas y facilita la formacién de la sinapsis inmunoldgica. En
ratones MLR/Ipr se ha demostrado que el tratamiento con la subunidad  de la toxina
de cdlera, la cual ocasiona el agrupamiento de las balsas lipidicas, favorece el
desarrollo de proteinuria, hematuria e incremento en los niveles de IgG y
anticuerpos anti-DNA. Cuando las balsas lipidicas son desintegradas por
tratamiento con metil-B-ciclodextrina se observa retraso en el desarrollo de la

enfermedad (Deng y Tsokos, 2008).

El tratamiento de LT de pacientes con enfermedad activa con atorvastatina restaura
los niveles de LCK y disminuye su asociacion dentro de las balsas lipidicas con
CD45. Silos LT de paciente con LES son activados con anti-CD3 y anti-CD28, y
tratados con atorvastatina, normalizan el reclutamiento de LCK a los microdominios,

incremento de la fosforilacion de ERK1/2, la cual se encuentra disminuida en LES
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(Oelke y Richardson, 2004), y reducen de la secrecion de IL-6 e IL-10 (Jury et al.,
2006).

Alteraciones en la Apoptosis de LT

Estudios han mostrado que hay incremento en la apoptosis en LT de pacientes con
LES, la apoptosis en linfocitos de pacientes con LES activo fue mayor a la apoptosis
de linfocitos de pacientes con LES inactivo (Jin et al., 2005). Otros investigadores
han encontrado correlacion entre los niveles de apoptosis en linfocitos y el SLEDAI
(Dhir et al., 2009). Ademas, se ha encontrado correlacion inversa entre el numero
de LT y los titulos de autoanticuerpos, sugiriendo que algunos autoanticuerpos

podrian estimular la apoptosis de LT (Robak et al., 2006; Su et al., 2013)

Se ha observado correlacién negativa entre los niveles de glutation intracelular y el
porcentaje de apoptosis de LT de pacientes con LES, lo que sugiere que el control
deficiente de las especies reactivas de oxigeno, incrementadas en los pacientes con
LES, estaria involucrado en el incremento de la apoptosis (Shah et al., 2011). Se
ha reportado correlacion inversa entre la frecuencia y la apoptosis de LT de
pacientes con LES lo que indica que existe una relacion causa-efecto entre la
linfopenia observada en algunos pacientes con LES y el incremento en la

susceptibilidad de los LT a la apoptosis (Shah et al., 2011).

Alteraciones en LT doble negativos de pacientes con LES.

La poblacion de LT dobles negativas (DN) en sangre periférica es escasa en
individuos sanos pero en pacientes con LES estas células constituyen una
importante proporcion de las células T (Anand et al., 2002). Las células DN expresan
niveles incrementados de marcadores de activacion como el HLA-DR (antigeno
leucocitario humano-DR), CD69, CD28 y CTLA-4 (antigeno 4 del linfocito T
citotoxico), ademas de IL-4 comparados con individuos sanos y con pacientes con
artritis reumatoide (Anand et al., 2002; Dean et al., 2002).
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La células DN de pacientes con LES producen cantidades significativas de IL-17 e
IFN-y. Adicionalmente, han sido encontradas en biopsias de rifidn provenientes de
pacientes con nefritis lupica (Crispin et al., 2008). Se ha descrito que células DN de
pacientes con LES restringidas por CD1c pueden proveer ayuda a células B CD1c+

para estimular la produccién de inmunoglobulina IgG (Sieling et al., 2000).

Se ha propuesto que una poblacién de las células DN se produce a partir de las
células CD4+ que son estimuladas crénicamente perdiendo la expresion de CD4 y
mostrando el fenotipo CD3+CD4-CD8-TCRaf+. Este hecho se basa en la
observacion que células CD4+ puestas en condiciones de cultivo con perlas
cubiertas de anti-CD3 y anti-CD28 pierden su capacidad de expresar CD4 en su
membrana (Grishkan et al., 2013). Un incremento en el porcentaje de células DN
puede deberse a un incremento en la supervivencia de estas células. Cualquiera
que sea el caso los estudios han mostrado que estas células pueden tener efectos
inmunomoduladores que pueden participar en algunas de las manifestaciones

clinicas observadas en LES, tanto directa como indirectamente.

Alteraciones en linfocitos T reguladores.

Los linfocitos T reguladores CD4+ (LTreg) son una subpoblacién de células que
sobreexpresan moléculas como CD25 y el factor transcripcional FoxP3. Se ha
probado que estas células tiene la capacidad de disminuir la proliferacion de LT
efectores de manera especifica y que la deficiencia del factor FoxP3 da
susceptibilidad a enfermedades autoinmunes (Sakaguchi, 2000; Brusko et al.,
2009).

Los LTreg tienen varios mecanismos por los cuales realizan su funcién reguladora
como son la secrecién de citocinas inmunosupresoras/antiinflamatorias (IL-10, IL-
35 y factor transformador de crecimiento 3, TGF-8), o secrecién de moléculas como
perforina, granzima A y B, las cuales median la apoptosis en las células blanco

(Vignali et al., 2008). Otros mecanismos requieren contacto con moléculas de
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membrana como CTLA-4, LAG-3 (gen de activacion de linfocitos 3) y CD223 las
cuales interfieren con la maduracion de las células presentadoras de antigenos
(Misra et al., 2004, Liang et al., 2008). La expresion de ectoenzimas como CD39 y
CD73 las cuales generan adenosina a partir del trifosfato de adenosina, que inhibe
alos LT activados o a las células dendriticas a través del receptor de adenosina 22,

es otro mecanismo de accién de los LTreg (Deaglio et al., 2007).

Los estudios que evaluan la poblacion de LTreg en pacientes con LES han mostrado
resultados controversiales. Muchos de estos han encontrado una reduccion en la
frecuencia de LTreg, aunque otros han mostrado frecuencias normales (La Cava
2008). Los estudios muestran que no hay diferencias en la capacidad supresora de
los LTreg entre pacientes con LES activo e inactivo, pero en general se ha
observado que el numero de LTreg en pacientes con LES activo es menor
comparado con el numero de LTreg en pacientes con LES inactivo (Mellor-Pita et
al., 2006; Lyssuk et al., 2007).

Glicosilacion.

La glicosilacidn es el proceso celular mediante el cual se afiaden azucares a
proteinas y lipidos en compartimentos especializados como el aparato de Golgi y el
reticulo endoplasmico rugoso. En mamiferos tenemos dos tipos principales de
glicosilacion la N-glicosilacidon y la O-glicosilacion. La N-glicosilacidn comienza en el
reticulo endoplasmico rugoso y se caracteriza por la union de N-acetilglucosamina
(GIcNAc) a residuos de asparagina en secuencias consenso asparagina-X-treonina.
La O-glicosilacion se realiza principalmente en el aparato de Golgi y se caracteriza
por la unién de N-acetilgalactosamina (GalNAc) a residuos de serina o treonina en

regiones consenso que contiene prolinas (Brockhausen et al., 2009).

En la O-glicosilacion los residuos GalNAc son afadidos por accién de la N-acetil-
galactosaminiltransferasa (ppGalNAcT) a partir del difosfato de uridina-GalNAc

(UDP-GalNAc). Se han descrito al menos 21 isoformas de esta enzima las cuales
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tiene afinidades diferentes dependiendo la secuencia de aminoacidos y la
disposicion tridimensional de los residuos de carbohidratos (Hassan et al., 2000;
Wandall et al., 2007).

La union de GalNAc a la serina o treonina forma la estructura conocida como
antigeno Tn. En un segundo paso se afiade Galactosa (Gal) al resido de GalNac en
enlace 31-3, por accion de la Core 1 $1-3 galactosiltransferasa (C1GalT-1), para
formar la estructura conocida como antigeno T o core1 (Galp1-3GalNAc-). La
C1GalT-1 es sintetizada en el reticulo endoplasmico rugoso y transportada al
aparato de Golgi por accién de la chaperona molecular especifica de B3-GalT core
1 (Cosmc), la cual se requiere para el correcto funcionamiento de la C1GalT-1. La
deficiencia en la actividad de la C1GalT-1 o la carencia de la chaperona Cosmc evita
la formacién del core 1 y por tanto hay incremento en la expresion del antigeno Tn
y antigeno siali-Tn (acido sialico unido al antigeno Tn en el C-6) (Wang et al., 2010).
En humanos, las mutaciones en Cosmc dan lugar a una condicion llamada sindrome
Tn en la cual hay incremento de la expresion del antigeno Tn y puede causar
nefropatia acompafado de moderada trombocitopeina y leucopenia (Berger 1999;
Ju and Cummings 2005).

Adicionalmente, el antigeno T puede ser sustrato de las sialiltranferasas las cuales
pueden unir acido sialico al C-3 de la Gal y al C-6 de la GalNAc. Dado que el acido
sialico esta cargado negativamente su union a los receptores regula la interaccion
ligando-receptor al cambiar la carga de la molécula (Pilatte et a |., 1993). La adicién
de asido sialico previene otras modificaciones del core 1. Se ha reportado que las
proteinas de membrana de muchas células tumorales y de leucemias contiene
grandes cantidades de sialilcore 1 (Dall'Olio y Chiricolo, 2001). En patologias como
cancer y enfermedad intestinal inflamatoria se ha encontrado el core 1 sin
sustituciones, lo que indica anormalidades en la sialilacion y en la extension y

ramificacion del core 1 (Brockhausen, 1999).
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El core 1 puede ser sustrato de la enzima core 2 16 N-
acetilglucosaminiltransferasa (C2GnT) la cual cataliza la adicion de GIcNAc en
enlace 31-6 con la Gal (Figura 1). Se han descrito dos isoformas de esta enzima, la
tipo L que sintetiza el core 2 y la tipo M que también participa en la sintesis de otros
core (Kuhns et al., 1993). Entre la core 2 sintetasa y las sialiltransferas hay
competencia por el core 1. Un incremento en la actividad de las a3-sialiltransferasa
previene la glicosilacion adicional del core 1 como en el caso de las células de la
leucemia mieloide cronica donde la actividad de la a3-sialiltransfer esta
incrementada lo que causa un incremento de la sialilacién de las proteinas (Baker
et al., 1985). El core 2 se produce en muchos sitios como la mucosa intestinal, en
LT activados y durante el desarrollo embrionario (Piller et al., 1988; Brockhausen et
al., 1999). Se ha reportado que las células cancerigenas y de leucemias tienen
cantidades anormales de core 2. Ademas la sintesis de core 2 ha sido
correlacionada con la progresion tumoral (Dennis et al., 1999). La sintesis de otros
core como el 3,4 esta restringida principalmente a sitios como el epitelio de las
mucosas del tracto gastrointestinal, del tracto respiratorio y las gandulas salivales
(Brockhausen et al., 1999).

Las alteraciones en la glicosilacion estan relacionadas a varias enfermedades, por
ejemplo, varios tipos de cancer presentan incrementos significativos en la
fucosilaciéon y ramificacion de glicoproteinas, como en el cancer de ovario y el
cancer de mama (Goodarzi y Turner, 1995). Asimismo, se han reportado
alteraciones en el patron de sialilacion, ya que se observa un incremento del acido
sialico en enlace a(1-6), lo que se ha demostrado con la lectina de Sambucus nigra
(SNA). También, se han reportado alteraciones en la actividad de las sialidasas y
en la expresion de diferentes subtipos de estas enzimas (Goodarzi y Turner, 1995;
Vajaria et al., 2016). Ademas, cambios en el patron de O-glicosilacion es un
marcador de varios canceres, como el colorectal, el cancer de préstata y cancer de
ovario (Meany y Chan, 2011; (Kailemia el al., 2016). Se ha descrito que alteraciones

en O-glicanos favorecen la progresion y metastasis (Stowell y Cummings, 2015).
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Algunos de los mecanismos que causan alteraciones en la glicosilacién incluyen
cambios en los niveles de expresion de las glicosiltransferasas, alterada localizacién
de las enzimas dentro de los compartimentos subcelulares o cambios en la actividad

enzimatica de las glicosiltransferasas (Varki, 2016; Venkitachalam y Guda, 2016).
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Figura 1. Biosintesis del core 1 y core 2 de los O-glicanos. El antigeno Tn
formado por la union de la N-acetilgalactosamina (GalNAc) a la serina (Ser) o
Treonina (Thr) es la base para la sintesis de todos los O-glicanos tipo mucina. Esta
reaccion es catalizada por las N-acetilgalactosaminiltransferasas (ppGalNAcT) a
partir de la wuridina difosfato-GalNAc (UDP-GalNAc). ElI core 1 pB1-3
galactosiltransferasa (C1GalT-1) cataliza la unidon de Gal a la GalNAc del antigeno
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Tn para formar el core 1, para esto se requiere la chaperona Cosmc. El antigeno Tn
y el core 1 puede ser sialidados por la a2-6 sialiltransferasa (ST6GalNAc), la cual
une acido sialico en enlace a2-6 a la GalNAc. El core 1 es sustrato de 3 enzimas,
las cuales compiten por él. La a2-3 sialiltransferasa (ST3Gal) une acido sidlico en
enlace a2-3 a la Gal y la B1-3 N-acetilglucosaminiltransferasa (B3GICNAcT-3) une
N-acetilglucosamina (GIcNAc) en enlace 1-3 igualmente a la Gal. La adicion de
estos azucares al core 1 bloquea la accion de el core 2 [B1-6 N-
acetilglucosaminiltransferasa (C2GnT). La C2GnT cataliza la union de GIcNAc en
enlace 31-6 a la GalNac del core 1 para formar el core 2. Este ultimo puede ser
sustrato de la B1-4 galactosiltransferasa (B4GalT) la cual une GalNAc en enlace 1-
4 a la GIcNAc del core 2 para formar las cadenas de lactosamina que son ligandos

para muchas galectinas y selectinas. CMP: citidina monofosfato.

Papel de la glicosilacion en laregulacion del sistema inmune.

La glicosilacion es un factor importante en el reconocimiento de proteinas que
participan en la adhesion celular. Durante el proceso de inflamacién las proteinas
receptores que participan en la migracion, adhesién y diapédesis son glicosiladas
de manera diferencial para que asi sean reconocidas por sus ligandos y las células
puedan llegar a los sitios correspondientes donde realizar sus funciones. Tal es el
caso de la molécula de adhesion intercelular 1 (ICAM-1), para la cual se ha
demostrado que las glicosilaciones en su tercer dominio Ig regulan su interaccion
con otros receptores. Las mutaciones en la secuencias consenso de glicosilacion o
el tratamiento de las células con agentes que interfieren con la glicosilaciéon
incrementan la union de ICAM-1 a la integrina CD11b/CD18. Por el contrario, la
forma glicosilada de ICAM-1 tiene mayor afinidad por el antigeno asociado a la
funcion linfocitica 1 (LFA-1) (Diamond et al., 1991).

La glicosilacion participa en el control de la diferenciacion de los LT. Asi, la
disminucion de la glicosilaciéon de CD25 impide la diferenciacion de LT a los

fenotipos Th1, Th2 y LTreg inducidos, pero promueve la diferenciacion de linfocitos
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Th17. Ademas, el tratamiento de ratones modelos con glucosamina, la cual
disminuye la glicosilacion de CD25, impide la diferenciacion a células Th1 y aumenta
la supervivencia de injertos de islotes pancreaticos en ratones diabéticos y exacerba
la severidad de encefalitis autoinmune experimental (Chien et al., 2015). La
sialilacion de las glicoproteinas también es un factor importante que regula la
interaccidon entre los receptores y sus ligandos, como es el caso de CDG69 vy el
complejo S100A8/S100A9. Se ha demostrado que la interaccion entre CD69 y este
complejo es importante en la diferenciacion de LTreg. Sin embargo, la eliminacién
del &cido sialico, por tratamiento con sialidasa, en LT CD4+ activados evita la union

entre estas proteinas y disminuye la diferenciacion a LTreg (Lin et al., 2015).

La glicosilacion también participa en la maduracion y seleccion de los LT. Durante
el desarrollo de los LT estos sufren el proceso de seleccion positiva, en el cual, se
eliminan los timocitos que no puedan reconocer autopéptidos presentados por las
moléculas del MHC. Se ha demostrado que la glicosilacion de receptores de
membrana como CD4, CD8 y el TCR altera la afinidad de las interacciones MHC-
TCR, lo que resulta en un factor que regula la seleccién positiva (Zhou et al., 2014).
La seleccion negativa también es regula en parte por la glicosilacién, por ejemplo,
la presencia de acido sialico en posicion a2-3 en el core 1 de O-glicanos del
coreceptor CD8 disminuye la avidez por moléculas del MHC clase | lo cual tiene un

papel importante en la seleccion negativa de estas células (Daniels et al., 2001).

Dentro de los factores que regulan la activacién y los procesos efectores de los LT
tenemos a la glicosilacion. La glicosilacion de las proteinas en los LT es un proceso
dinamico y cambia segun los estimulos que estos reciben, por ejemplo, el patron de
glicosilacion entre LT virgenes y los LT activos es diferente (Hernandez et al., 2007).
Cuando el LT es activado por estimulos a través de su TCR se observa un
incremento del antigeno Tn en las glicoproteinas, esto fue mostrado inicialmente
por estudios con lectinas como la aglutinina de Arachis hypogaea (PNA) y la
aglutinina de Helix pomatia (Chervenak y Cohen, 1982; De Petris y Takacs 1983;

Jung et al.,, 1988; van Vliet et al., 2013). Este incremento en la expresion del
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antigeno Tn se explica por la disminucién del RNA mensajero y de la actividad de
la enzima C1GalT-1 y la chaperona Cosmc. El incremento en la expresion del
antigeno Tn tiene implicaciones funcionales y de regulacion en los LT, ya que
estudios ha demostrado que la lectina del macréfago de union a galactosa (MGL)
puede reconocer el antigeno Tn expresado en la glicoproteina CD45 (van Vliet et
al., 2013). La union de MGL a CD45 reduce su actividad de fosfatasa e inhibe varias
vias de sefializacién, lo que resulta en la disminucion de la secrecion de citocinas
proinflamatorias, disminucion de la proliferacion e induccion de apoptosis (van Vliet
et al., 2006)

Las galectinas son lectinas que reconocen lactosamina en los glicanos expresados
en las proteinas de membrana, estas lectinas son secretadas por diferentes células
como las endoteliales, monocitos y células dendriticas. La union de las galectinas a
sus ligandos desencadena senales relacionadas con la inflamacion, la activacion y
muerte de las células blanco (Clark y Baum, 2012; Blidner et al., 2015). Se ha
reportado que la galectina 1 estimula la apoptosis de LT al reconocer al core 1 o al
core 2 de la mucina CD43 (Hernandez et al., 2006). Otro ligando de galectina 1 es
la glicoproteina CD45, la cual debe expresar el core 2 para desencadenar sefiales

apoptéticas (Nguyen et al., 2001)

Lectinas

Las lectinas son proteinas que reconocen secuencias de oligosacaridos de manera
especifica y han sido usadas como herramientas para estudiar cambios en la
glicosilacion, asi como para caracterizar y purificar poblaciones celulares (Sharon
et al., 2004).

Las lectinas con especificidad por O-glicanos que conteniendo el antigeno T han
sido usadas en el aislamiento de subpoblaciones de linfocitos, y para identificar el
estado de maduracion o activacion de éstos. Por ejemplo, la lectina de PNA que

reconoce el -OH en el C4 de la Gal en estructuras O-glicosidicas (Pereira et al.,
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1976) puede diferenciar entre LT CD4 efectores y de memoria (Galvan et al., 1998)
e identificar timocitos corticales inmaduros via interacciones con el antigeno Tn
(Reisner et al., 1976). Por otro lado la lectina de Vicia Villosa (VVL) reconoce también
Gal pero identifica principalmente a LT CD8+ (Fortune y Lehner, 1988) mientras que
la lectina de Salvia sclarea reconoce a CD43 en inmunodeficiencias como el
sindrome de Wiskott-Aldrich ya que se encuentra glicosilada so6lo con el core 1
(Khan et al.,2008).

Las lectinas con afinidad por O-glicanos también pueden ser usadas como
comitdégenos en la activacion de los linfocitos, ya que interaccionan con receptores
gue participan en este proceso. Tal es el caso de jacalina, la lectina de Artocarpus
integrifolia, la cual reconoce varias glicoproteinas en los LT como la proteina tirosina
fosfatasa CD45. Se ha mostrado que los LT estimulados via TCR en presencia de

jacalina secretan mas IL-2 y un perfil de citocinas tipo Th2 (Baba et al., 2007).

La lectina de Amaranthus leucocarpus (ALL) presenta afinidad por las secuencias
Gall31,3GalNAc-1,0Ser/Thr 'y GalNAc1,0Ser/Thr (core 1 vy antigeno Tn,
respectivamente). Ademas, la unién de la lectina a sus ligandos es inhibida por el
azucar GalNAc (Zenteno et al., 1992; Hernandez et al., 2004). ALL reconoce LT
CD4+ que expresan marcadores asociados con la activacion como CD69 y Ki-67, y
es un comitégeno para LT CD4+ (Urrea et al., 2010). Se ha reportado que ALL
disminuye el porcentaje de apoptosis en cultivos de células totales de ganglios
linfaticos, lo cual se evalud por la union de Anexina V a fosfatidilserina. Las células
de ganglios linfaticos fueron cultivadas en medio no suplementado con suero y se
observé menor numero de linfocitos en apoptosis en aquellos cultivos cuyo medio

fue suplementado con ALL (Urrea et al., 2011).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La O-glicosilacion es un proceso que participa en la regulacion del sistema
inmunolégico mediando procesos como la activacion de los LT. Ademas, se ha
observado que proteinas O-glicosiladas reconocidas por lectinas pueden participar
como correceptores en el proceso de activacién de los LT. Otro aspecto regulado
por la O-glicosilacién en la fisiologia de los LT es la apoptosis, ya que se ha
observado que cambios en la expresion del Core 1 y del Core 2 en CD45 y CD43
regulan la susceptibilidad a la apoptosis mediada por galectinas. Ademas, los LT de
pacientes con LES presentan alteraciones en procesos que son regulados, en parte,
por la O-glicosilacion como son la activacién y la apoptosis. Por lo anterior, nuestra
pregunta de investigacién es: ¢ los LT de pacientes con LES presentan alteraciones
en la O-glicosilacion y si estas alteraciones se relacionan con la actividad de la

enfermedad?

JUSTIFICACION

EILES es la enfermedad autoinmune con mas alta tasa de incidencia y prevalencia.
Se caracteriza por alteraciones en la activacién y la regulacién de varias células del
sistema inmune y por la produccion de auto-anticuerpos. Los LT de pacientes con
LES presentan alteraciones en la activacion y la apoptosis, procesos fundamentales
en la regulacion del sistema inmune. Dentro de los factores que regulan estos
procesos en los LT, se encuentra la O-glicosilacién de las proteinas. Sin embargo,
actualmente no existen estudios que hayan evaluado silos LT de pacientes con LES
presentan cambios en su patron de O-glicosilacidn y si estos se relacionan con las
manifestaciones clinicas y la actividad de la enfermedad. Por lo tanto, consideramos
importante evaluar si hay cambios en la O-glicosilacion en los LT CD4+ de pacientes
con LES comparado con individuos sanos y si estos cambios se relacionan con la

actividad de la enfermedad.
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HIPOTESIS

Los LT de pacientes con LES presentan alteraciones en la O-glicosilacién y estos

cambios correlacionan con la actividad de la enfermedad.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el patron de O-glicosilacion de linfocitos provenientes de pacientes con LES

y su relacioén con la actividad de la enfermedad.

Objetivos especificos

e Comparar el patréon de O-glicosilacién de linfocitos T de pacientes con LES

con el patron de linfocitos T de individuos sanos.

e Relacionar los patrones de O-glicosilacién con la actividad de la enfermedad

o con las manifestaciones clinicas.

¢ |dentificar las poblaciones de linfocitos T en las cuales se encuentran los

cambios en O-glicosilacion.

e Determinar si hay relacion entre los patrones de O-glicosilacion de linfocitos

T de pacientes con LES y el porcentaje de apoptosis.
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MATERIALES Y METODOS

Pacientes y controles

Se estudiaron 23 pacientes femeninos con LES atendidos en el Centro Médico
Nacional la Raza del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) (Ciudad de
México). Se establecié el diagnostico con al menos 4 de los criterios del Colegio
Americano de Reumatologia (ACR) y se estratificaron de acuerdo a la actividad de
la enfermedad determinada con SLEDAI. Se consideraron activos los pacientes con
una puntuacién mayor a uno e inactivos cuando el valor fue cero. El grupo control
incluyo 11 donadoras sanas de la misma edad que las pacientes con LES que
acudieron al Banco de Sangre y cumplieron con los criterios establecidos y
aceptaron participar en el estudio. Las caracteristicas de los pacientes aparecen en
la tabla 1. El Comité de Etica Humana e Investigacion Médica del Instituto Mexicano
del Seguro Social aprob6 el protocolo de estudio, y se obtuvo el consentimiento

informado escrito de todos los sujetos que participaron en este estudio.

Reactivos y anticuerpos.

La albumina sérica bovina (BSA) fraccion V, los carbohidratos de referencia y los
reactivos quimicos fueron de Sigma Chemical Co. (St Louis, MO, USA). El
Lymphoprep fue obtenido de Axis-Shield (Dundee, Scotland). Se utilizaron los
siguientes reactivos y anticuerpos conjugados a diferentes fluorocromos: Anexina
V, anti-CD4 (VIT4), anti-CD25 (3G10) y anti-CD127 (TM) de Miltenyi Biotec
(Bergisch Gladbach, Germany); DAPI y los anti-CD3 (HIT3a) de BD Biosciences
(New York, NY, USA); anti- HLA-DR (L243) de BioLegend (San Diego, CA, USA) y

estreptavidina-aloficocianina (S-APC) de Vector laboratories (California, USA).

Lectinas

Las lectinas de Arachis hypogaea (PNA), jacalina, Maackia amurensis (MAA) y
Sambucus nigra (SNA) acopladas a biotina fueron de Vector laboratories (California,
USA). La lectina de ALL fue purificada de A. leucocarpus colectadas en Tulyehualco

(México). La purificacion se realizé por cromatografia de afinidad como se describio
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anteriormente (Zenteno et al. 1988). ALL fue acoplado a FITC a una proporcion
FITC/ALL de 2:1.

Células Mononucleares

Las células mononucleares de sangre periférica (CMNs) fueron separadas por
gradiente de densidad con Lymphoprep centrifugando a 800xg durante 30 min a
18°C. Las células fueron colectadas, lavadas dos veces y resuspendidas en PBS.

La viabilidad celular (>90 %) fue determinada por tincién con azul tripano.

Citometria de flujo

Las CMNs fueron lavadas con PBA (PBS con 1% BSA y 0.1% de azida de sodio) e
incubadas por 30 minutos a 4°C con la lectina correspondiente (1.4 ug/ml de PNA,
0.05 pg/ml de jacalina, 0.6 pg/ml de MAA, 1.2 ug/ml de SNA o 0.04 pg/ml de ALL).
Se determindé que el reconocimiento de las lectina fuera especifico con pruebas de
inhibicion usando 0.2 mM de GalNAc para ALL, 0.2 mM de Gal para PNA, 0.2 mM
de N-metilgalactosa para jacalina y con 0.01 mM de fetuina para SNA y MAA.
Posteriormente, las CMNs se lavaron con PBA y se incubaron durante 20 min a 4°C
con la combinacién de anticuerpos correspondiente a cada experimento. A las
células marcadas con PNA, jacalina, MAA y SNA se les afiadié S-APC. Las células
fueron lavadas con PBA y resuspendidas en 100 pl de la misma solucion para su
analisis en un citometro MACSQuant analizer (Miltenyi Biotec). Para la captura de
los datos se realizé una regién de las células simples usando los parametros FSC-
A y FSC-H, después se hizo una region en los linfocitos basado en tamafio y
granularidad y se capturaron 30,000 eventos de la region de los LT CD3+CD4+ por
muestra. El analisis de los datos se realizé con el programa FlowJo v. 10 (FLOWJO,
LLC). El porcentaje de células ALL+ se calculé usando el algoritmo "super-enhanced
Dmax (SED) normalised substraction" el cual permite calcular el porcentaje de
células positivas donde los histogramas de distribucion se superponen (Bagwell
1996; Panoskaltsis et al. 2003).
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Determinacion de apoptosis

Las CMNs se lavaron dos veces con buffer de union a anexina (ABB, 10 mM de
HEPES, 140 mM NaCl y 2.5 mM de CaClz, pH7.4) e incubadas durante 30 min a
4°C con Anexina V. Posteriormente se lavaron con ABB y se incubaron por 30
minutos a 4°C con anticuerpos contra CD3, CD4 y con lectina ALL. Las células
fueron lavadas y resuspendidas en 100 yl de ABB y se afadi6 1 yg/ml de DAPI 15
minutos antes de la lectura en el citometro de flujo. La captura de los datos se realizé
de manera similar a lo descrito anteriormente, capturando 30,000 eventos de la
region de los LT CD3+CD4+.

Analisis estadistico

Los datos fueron expresados como media + desviacion estandar. La normalidad de
los datos se verifico con la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Las comparaciones de
dos medias se realizaron con la prueba de Mann Whitney. Las comparaciones de
tres grupos fueron hechas usando el analisis de varianza (ANOVA) de una via
seguido por la prueba de comparacion multiple de Bonferroni o con la prueba de
Kruskal-Wallis. Los analisis de correlacion se realizaron con el indice de correlacion
de Spearman. La significancia estadistica fue considerada como a<0.05. El anélisis

fue realizado con el programa Graphpad Prism 6.0.
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RESULTADOS

Reconocimiento de las lectinas en células mononucleares de sangre
periférica.

Para estandarizar la concentracion de lectina se marcaron CMNs de individuos
sanos con anti-CD3 y anti-CD4, y con diferentes concentraciones de ALL, SNA,
MAA vy jacalina; con PNA se marcaron LT CD4+ activados. Se determind, por
citometria de flujo, la concentracién a la cual se reconocia el mayor porcentaje de
células sin que se produjera agregacion celular, lo cual se evalu6 por microscopia.
En la Figura 1A se muestra el porcentaje de reconocimiento para las diferentes
concentraciones de las lectinas. Para la lectina de jacalina se observo que con una
concentracion de 0.05 pg/ml se reconocia el 100 % de los linfocitos CD4+ y no se
observo agregacion celular con esta concentracion de lectina (Figura 1B). En el caso
de las lectinas que reconocen acido sialico se eligié 0.6 ug/ml para MAA'y 1.2 ug/mi
para SNA y se observd que reconocian un 96% y 80 % de los LT CD4+,
respectivamente. A concentraciones mayores se observo agregacion celular (Figura
1B). Para la lectina de ALL se observé que con 0.04 ug/ml se reconocio el 85 % de
los LT CD4+ y para PNA se eligié una concentracién de 1.4 ug/ml que reconocia el
85% de los LT CD4+ activados (Figura 1B).

Para verificar la especificidad de la union de las lectinas fuera especifica se realizé
un ensayo de inhibicién usando 0.2 mM de GalNAc para ALL, 0.2 mM de Gal para
PNA, 0.2 mM de N-metilgalactosa para jacalina y 0.01 mM de fetuina para SNA y
MAA. Se observo inhibicion del reconocimiento de las lectinas cuando estuvo

presente el azucar especifico pero no con otros azucares (datos no mostrados).
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Tabla 1. Caracteristicas clinicas de la poblacién de estudio.

Caracteristicas LES Sanos
Numero de individuos 23 11
Edad (Afios, media) 30+10.6 2077
Género (porcentaje de pacientes femeninos) 100 100
Diagnostico (porcentaje de pacientes)

Erupcion Malar 57

Erupcion Discoide 13

Fotosensibilidad 22

Ulceras orales 22

Artritis 61

Serositis 22

Desorden renal 70

Desorden neurolégico 9

Desorden hematolégico 35

Desorden inmunoldégico 26

Anticuerpos antinucleares 31
Duracién de la enfermedad (afios, media)* 4.7+4.9
Tratamiento (porcentaje de pacientes)*

Prednisona 65

Cloroquina 53

Azatioprina 13

Micofenolato de mofetilo 13

Pulso de ciclofosfamida 9

SLEDAI (namero de pacientes inactivos-activos) 13-10

* Datos correspondientes al momento de la toma de muestra
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Figura 2. Reconocimiento de las lectinas en LT CD4+. CMN de individuos sanos
fueron marcadas con anticuerpos anti-CD4 y anti-CD3, y con diferentes
concentraciones de lectinas. A) Grafica poligonal del porcentaje de células
reconocidas por las lectinas dentro de las células CD3+CD4+. B) Dot plot
representativos del reconocimiento de las lectinas a las concentraciones elegidas.

En los dot plot de la izquierda se muestra las células marcadas con lectinas en negro
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y los controles de tincion en gris. En los dot plot de la derecha se muestra el

porcentaje de células individuales.
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Reconocimiento de ALL y jacalina en linfocitos T de pacientes con LES.

Las células provenientes de pacientes con LES e individuos sanos fueron tefiidas
con anticuerpos dirigidos contra CD3 y CD4, y con las lectinas ALL y jacalina para
ser analizadas por citometria de flujo. Se encontraron diferencias en el reconociendo
de la lectina de ALL en LT de pacientes con LES activo comparados con los de otros
grupos, ya que se observd un menor porcentaje de células ALL+ en los LT (80+3.4
%) comparados con los LT de individuos sanos (91+1.1 %) y los LT de pacientes
con LES inactivo (91+£0.81 %). Esta diferencia fue estadisticamente significativa
(P<0.001). También se observo una disminucion en la MIF de ALL en los LT
CD3+CD4+ de pacientes con LES activo comparado con los LT de individuos sanos
(5141575 y 674+33.9), respectivamente. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en el porcentaje de células positivas ni en la MIF

para ALL entre pacientes con LES inactivo e individuos sanos (Figura 2A, C).

Jacalina reconocio el 97£1.7 % de los LT CD4+ en individuos sanos y no se encontrd
diferencia con el porcentaje reconocido en LT de pacientes con LES inactivo (96+2.3
%) o activo (94+3.2 %). El analisis de la MIF para jacalina mostré que no habian
diferencias significativas en la expresion de glicanos reconocidos por jacalina en LT

de pacientes con LES activo, inactivo e individuos sanos (Figura 2B, C).
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Figura 3. Reconocimiento de las lectinas de ALL y jacalina en LT CD4+ de
pacientes con LES e individuos sanos. CMNs de pacientes con LES e individuos
sanos fueron marcadas con ALL o jacalina, ademas de anticuerpos anti-CD3 y anti-
CD4 para ser analizadas por citometria de flujo. A) Graficas de cajas con bigotes
mostrando el porcentaje de células ALL+ y la MIF de los LT CD3+CD4+, B) Graficas
mostrando el porcentaje de células jacalina+ y la MIF de los LT CD3+CD4+ (los
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datos para ALL corresponde a 10 pacientes con LES activo, 13 con LES inactivo y
11 individuos sanos, para jacalina corresponden a 7 pacientes con LES activo, 13
con LES inactivo y 11 Individuos sanos). C) Histogramas representativos del
reconocimiento de ALL y jacalina en LT CD3+CD4+ de pacientes con LES e
individuos sanos. El area sombreada indica células no teiidas, la linea gris LT de
individuos sanos, la linea negra LT de pacientes inactivos y la linea punteada LT de
pacientes activos. El porcentaje de células positivas se obtuvo usando el algoritmo
SED. Los resultados fueron comparados con ANOVA de una via seguido con la

prueba de comparacion multiple de Bonferroni. * P<0.05, ** P<0.001.

ALL y Jacalina no compiten por sus receptores.

Puesto que ALL y jacalina reconocen el core 1 se realizd un ensayo de competencia
para analizar si ALL y jacalina reconocen las mismas glicoproteinas, en el cual se
marcaron CMNs de individuos sanos y pacientes con LES con ALL y después con
jacalina o de manera inversa y comparadas con las células marcadas con una sola
lectina. No se encontraron diferencias en el reconocimiento de ALL y jacalina
cuando estuvieron juntas o separadas, o que demuestra que no compiten por los

mismos epitopos (Figura 4).

38



100 = 100 =
80 =

60 T

Modo normalizado
Modo normalizado

ALL-FICT Jacalina + Strp-APC

Figura 4. ALL y jacalina no compiten por los mismos receptores. CMNs de
individuos sanos fueron marcadas con ALL o jacalina como se detalla en el texto y
con anticuerpos anti-CD4. A) Histograma del reconocimiento de ALL en LT CD4+,
B) Histograma del reconocimiento de jacalina en LT CD4+. El area sombreada
indica células no tefidas, la linea gris células marcados soélo con ALL o jacalina, la
linea negra células marcadas con ALL y después con jacalina y la linea punteada
células marcadas con jacalina y después con ALL (imagenes representativas de 3

experimentos).

Los linfocitos T de pacientes con LES no presentan diferencias en la
expresion de acido sialico.

Para probar si las alteraciones en el reconocimiento de ALL en LT de pacientes con
LES se deben a cambios en la expresion de acido sialico, se evalud la expresion de
acido sialico en enlace a1-3 con la lectina MAA y en enlace a1-6 con la lectina SNA

en los LT CD4+ de pacientes con LES e individuos sanos. Ademas se determind si
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habia disminucién en la expresién de acido sialico con la lectina PNA la cual

reconoce el core 1 que no se encuentra sialilado.

No se observaron diferencias significativas en el porcentaje de células positivas, ni
en la MIF, para MAA, SNA o PNA (Figura 4), lo que sugiere que la disminucion en
el reconocimiento de los LT CD4+ de pacientes con LES activo por ALL no se debe

a un incremento en la expresion de acido sialico.
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Figura 5. Linfocitos CD4+ de pacientes con LES no presentan alteraciones en

la expresion de acido sialico. CMNs de pacientes con LES fueron marcadas con
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las lectinas de MAA, SNA o PNA, ademas de anticuerpos anti-CD4. Se comparo el
porcentaje de células positivas y la MIF dentro de los LT CD4+ para MAA (A), SNA
(B) y PNA (C). Los datos para MAA y SNA corresponden a 10 pacientes con LES
inactivo, 4 pacientes con LES activo y 8 individuos sanos y para PNA corresponden
a 5 pacientes con LES inactivo, 4 pacientes con LES activo y 8 individuos sanos.
Se muestran los histogramas representativos del reconocimiento de MAA, SNA y
PNA en LT CD4+ de pacientes con LES e Individuos sanos. El area sombreada
indica células no tefidas, la linea gris LT de individuos sanos, la linea negra LT de
pacientes inactivos y la linea punteada LT de pacientes activos. El porcentaje de
células positivas se obtuvo usando el algoritmo SED. Los datos son comparados
con la prueba de Kruskal-Wallis.

La expresién de ligandos para ALL en LT CD4+ y el porcentaje de células
ALL+ correlacionainversamente con el SLEDAL.

Se realiz6é un analisis de correlacidon entre el reconocimiento de ALL y el SLEDAI.
Se observd una correlacion inversamente proporcional y estadisticamente
significativa entre el porcentaje de LT CD3+CD4+ALL+ en pacientes con LES y el
SLEDAI (r= -0.474, P=0.0223). En el analisis de la MIF también se observo
correlacion estadisticamente significativa entre la MIF y el SLEDAI (r=-0.428,
P=0.0415) (Figura 6). Lo cual sugiere que las O-glicosilaciones detectadas por ALL

pueden estar participando en la activacién de la enfermedad.
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Figura 6. El reconocimiento de ALL en LT CD4+ de pacientes con LES
correlaciona inversamente con el SLEDAI. Analisis de correlacion entre A) el
porcentaje de células ALL+ y el SLEDAI y B) entre la MIF de ALL y el SLEDAI (Los
datos corresponden a 23 pacientes con LES). Se utilizé el coeficiente de correlacion

de Spearman.

Los cambios en O-glicosilacion detectados por ALL se presentan tanto en LT
activos como en LT reguladores.

Se realizdé una tincidn con anticuerpos especificos para LT activos y LTreg para
observar alteraciones en el reconocimiento de ALL en estas poblaciones. Cuando
se analizé la poblacion de LT activos CD4+CD25+ se observé que los pacientes con
LES activo presentaban menor porcentaje de células ALL+ (77+10.2 %) comparado
con los pacientes con LES inactivo (9216.3 %). Ademas el porcentaje de células
ALL+ en los pacientes con LES inactivo fue significativamente mayor que en los
individuos sanos (8814.1 %). El analisis de la MIF de ALL en LT CD4+CD25+ mostr6
que los pacientes con LES inactivo expresan mayor cantidad de glicanos
reconocidos por ALL que los pacientes con LES activo y los individuos sanos
(792+126.0, 549+126.7 y 525+65.3, respectivamente) (Figura 7A). EI
reconocimiento con ALL de LT activos usando como marcador la expresion de
HLADR+, mostré una disminucion en el porcentaje de células ALL+ en los LT
CD4+HLADR+ de pacientes con LES activo (85£9.8 %) comparado con LT de
pacientes con LES inactivo (93t3.4 %) e individuos sanos (93+3.2 %). No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en la MIF de ALL en los LT
CD4+HLADR+ (Figura 7B). En la poblacion de LTreg CD4+CD25"CD127'"°" se
encontré una disminucién en el porcentaje de células ALL+ en los pacientes con
LES activo comparado con los pacientes con LES inactivo (67+10.8 % y 82+9.0 %,
respectivamente). Se observé un incremento en la MIF de ALL en LT reguladores
de pacientes con LES inactivo comparado con pacientes con LES activo e individuos
sanos (599192.0, 476+101.2 y 443+61.2, respectivamente) (Figura 7C).
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Figura 7. Linfocitos T CD4+ activos y reguladores muestran una disminucion
en la expresion de O-glicanos y un bajo porcentaje de células reconocidas por
la lectina de Amaranthus leucocarpus (ALL). CMNs de pacientes con LES e
individuos sanos fueron marcadas con ALL-FITC y anticuerpos contra CD3, CD4,
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CD25, HLADR y CD127. Graficas donde se compara el porcentaje de células ALL+
y la MIF de ALL en: A) LT CD4+CD25+CD127+, B) LT CD4+HLADR+ y C) LT
CD4+CD25hiCD127low. Los datos para los LT CD4+CD25+CD127+ y los LT
CD4+CD25hiCD127low corresponden a 10 pacientes con LES inactivo, 6 pacientes
con LES activo y 8 individuos sanos y para los LT CD4+HLADR+ corresponden a
13 pacientes con LES inactivo, 10 pacientes con LES activo y 11 individuos sanos.
En los histogramas el area sombreada indica células no tefiidas, la linea gris LT de
individuos sanos, la linea negra LT de pacientes inactivos y la linea punteada LT de
pacientes activos. El porcentaje de células positivas se obtuvo usando el algoritmo
SED. Los resultados fueron comparados con ANOVA de una via y con la prueba de

comparacion multiple de Bonferroni. * P<0.05, **P<0.01, *** P<0.001.

La MIF de ALL en LT CD4 correlaciona inversamente con el porcentaje de
células dobles negativas (DN) en pacientes con LES.

Se determiné el porcentaje de células DN (CD3+CD4-CD8-) en muestras de
pacientes con LES e individuos sanos, se encontrd un incremento en el porcentaje
de células DN en los pacientes con LES comparado con individuos sanos (Figura
8A, B). Se realiz6 un analisis de correlacion entre el porcentaje de células DN en
pacientes con LES y el reconocimiento de ALL en LT CD4. Se encontro correlacion
inversamente proporcional y estadisticamente significativa entre el porcentaje de
células DN y la MIF de ALL en LT CD4 (r=-0.594, P=0.0415). También se observd
correlacion inversa entre el porcentaje de células DN y el porcentaje de LT CD4
ALL+ aunque no fue estadisticamente significativa (r=-0.559, P=0.0586) (Figura 8C,
D).
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Figura 8. La MIF de ALL en LT CD4 correlaciona inversamente con el
porcentaje de células dobles negativas (DN) en pacientes con LES. CMNs de
pacientes con LES fueron marcadas con ALL y anticuerpos anti-CD3, anti-CD4 y
anti-CD8, el analisis del porcentaje de las células DN se realizd en la region de las
células CD3+. A) Dot plot representativos del porcentaje de células DN en pacientes
con LES e individuos sanos. B) Graficas de cajas con bigotes mostrando el
porcentaje de células DN en 12 pacientes con LES y 9 individuos sanos. C) Gréfica
de correlacion entre el porcentaje de LT CD4+ALL+ contra el porcentaje de células
DN y D) Grafica de correlacion entre la MIF de ALL contra el porcentaje de células
DN. Los datos fueron comparados con la prueba de Mann Whitney y el analisis de

correlacion se realiz6 con la prueba de Spearman.
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El reconocimiento de ALL no correlaciona con la apoptosis de LT de
pacientes con LES.

Se evalud si habia relacion entre el porcentaje de células en apoptosis y el
reconocimiento de ALL. Para esto se determind el porcentaje de células en
apoptosis temprana (Anexina+DAPI-) en los LT CD4+ y se observé que los LT de
pacientes con LES activo e inactivo presentan un incremento significativo en la
apoptosis comparado con los LT de individuos sanos (Figura 9A, B). Sin embargo,
no se encontrd correlacion entre el porcentaje de LT CD4+ en apoptosis y el
SLEDAI. Tampoco se encontré correlacion entre el porcentaje de células ALL+ y el
porcentaje de LT en apoptosis o entre la MIF de ALL y el porcentaje de LT en

apoptosis (Figura 9C).
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Figura 9. Reconocimiento de ALL no correlaciona con apoptosis. CMNs de
pacientes con LES fueron marcadas con ALL y anticuerpos anti-CD3 y anti-CD4, y
se determind el porcentaje de células apoptéticas usando anexina V y DAPI. El
analisis de las células se realizd en los LT CD3+CD4+. A) Dot plot representativos
de LT CD3+CD4+ marcados para la determinacion de apoptosis. B) Graficas de
cajas con bigotes del porcentaje de células anexina+ DAPI+ dentro de los LT
CD3+CD4+ en 11 pacientes con LES inactivo, 5 pacientes con LES activo y 9
controles sanos. C) Analisis de correlacion entre el porcentaje de LT ALL+ contra el
porcentaje de LT en apoptosis y entre la MIF de ALL+ contra el porcentaje de LT en
apoptosis de 16 pacientes con LES. Los resultados fueron analizados con la prueba
de ANOVA de una via, y comparados contra el control (individuos sanos) con la
prueba de Bonferroni. * P<0.05. El analisis de correlacién se realizd con la prueba

de correlacion de Spearman.
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DISCUSION

Se determind la expresién de core 1 en LT CD4+ de pacientes con LES usando las
lectinas ALL, PNA y jacalina. Encontramos un menor numero de LT reconocidos por
ALL, pero no en los reconocidos por jacalina o PNA, en los LT de pacientes con
LES.

Aunque estas tres lectinas tienen afinidad por el core 1 (Lotan et al. 1975; Mahanta
et al. 1990; Zenteno et al. 1992; Hernandez et al. 2004) el porcentaje de células
reconocido fue muy diferente entre las tres. Jacalina reconocié el 100% de los LT y
la MIF fue muy alta, lo que indica que los ligandos para esta lectina se expresan en
todos los linfocitos CD4 y en altas cantidades. Esto concuerda con lo reportado
previamente, ya que jacalina reconoce a las proteinas CD45 y CD4, las cuales son
expresadas de manera ubicua en los LT CD4+ (Baba et al., 20071; Lafont et al.,
1996). En contraste, PNA reconocié un porcentaje bajo de LT y con una MIF
relativamente baja. Aunque los LT virgenes expresan el core 1 estos no son
reconocidos por la lectina de PNA por que la ST3Gal sialila al core 1, lo que inhibe
la union de PNA (Lotan et al. 1975; Pereira et al. 1976; Swamy et al. 1991). La
lectina de PNA reconoce glicoproteinas principalmente en LT activos, ya que estos
dejan de expresar la enzima ST3Gal y el core 1 no es sialilado (Piller et al., 1988;
Clark y Baum, 2012).

La lectina de ALL reconoci6é aproximadamente el 80% de los LT pero la MIF fue
relativamente baja comparado con jacalina, lo cual concuerdan con lo mostrado por
Urrea y cols., en 2010. Esta MIF relativamente baja ocasiona que los histogramas
de distribucion se superpongan en los analisis de citometria de flujo. Por lo que se
utilizé el algoritmo "super-enhanced Dmax (SED) normalised substraction" para
calcular el porcentaje de células positivas de manera mas exacta (Bagwell 1996;
Panoskaltsis et al. 2003).
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A través de ensayos de competencia demostramos que ALL y jacalina no compiten
por los mismos sitios de reconocimiento, sugiriendo que ambas lectinas reconocen
diferentes glicoproteinas. Esto concuerda con lo reportado, ya que el principal
receptor de ALL es una glicoproteina de 70 kDa (Porras et al., 2005). Esta diferencia
entre el reconocimiento de las tres lectinas se puede explicar porque la lectina de
jacalina reconoce en el core 1 los grupos OH de los carbonos 2, 3,4 y 6 de la D-Gal
y el grupo acetamido de la GalNAc (Sastry et al. 1986), mientras que la especificidad
de ALL es dirigida hacia el grupo acetamido en el carbono 2 de la GalNAc en el core
1y el antigeno T. La sustitucién en el carbono 3 6 6 de Gal/GalNAc por acido sialico
no disminuye la afinidad de esta lectina hacia el core 1 (Zenteno et al. 1992).
Ademas, ALL reconoce residuos GalNAc cuando ellos estan espaciados en
estructuras glicosidicas (Hernandez et al. 2004), mientras que PNA muestra

especificidad por el -OH del carbono 4 de la Gal en el core 1.

Como se ha comentado el core 1 puede ser sustrato de la ST3Gal y la ST6GalNAc,
las cuales unen acido sialico y modulan la afinidad de los receptores y con ello
participan en la regulacién del sistema inmune. Por ello evaluamos la expresion de
acidos sialico usando las lectinas de MAA y SNA. En este estudio no se encontraron
diferencias en la sialilacién de las proteinas de membrana usando las lectinas de
MAA y SNA.

Ademas, como se mostro, estos cambios en glicosilacién no se presentan en alguna
poblacion especifica de LT CD4+ si no que se pueden observar tanto en LT activos
como en LTreg. El porcentaje de células reconocidas por ALL en los LT activos y
los LTreg de individuos sanos fue similar, esto no concuerda con lo reportado
previamente por Jiménez-Martinez y cols. (2013) quienes encontraron que ALL

reconocia un mayor porcentaje de LTreg que LT activos.

Se han reportado cambios en O-glicosilaciéon se han reportado en LT de ratones
MLR-Ipr ya que hay menor reconocimiento de los linfocitos por la lectina de Maclura

pomifera, la cual tiene afinidad por el core 1 (Sarkar et al., 1981), comparado con
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ratones MLR ++ (Dumont y Habbersett et al., 1982). Los ratones MRL-Ipr desarrollan
una enfermedad mas agresiva y presentan una disminucion en la expresion del
core1 de manera similar a los LT de pacientes activos, lo cual se relaciona a

nuestros hallazgos.

Otros estudios han reportado un incremento en la expresion del antigeno Tnen LT
de pacientes con LES usando la lectina de Vicia villosa y anticuerpos monoclonales
(CT1y CT2) (Fortune y Lehner, 1988; Fortune et al., 1994). Puesto que el antigeno
Tn es el sustrato para la formacion del core 1, un incremento en el antigeno Tn
sugiere una disminucion en la sintesis de core 1. Esta disminucion en la formacién
del core 1 puede deberse a una disminucion en la expresion de la enzima C1GalT1
o de Cosmc las cuales pudieran estar alteradas por las concentraciones de algunas
citocinas. Por ejemplo: en células B provenientes de pacientes con nefropatia IgA,
la IL-6 y en menor grado la IL-4 disminuyen la expresion del core 1 en las IgA al
disminuir la expresion de la C1GalT1 (Suzuki et al., 2014) o como en la linea celular
de linfoma B (DAKIKI) donde se observé que la IL-4 disminuye la expresion de
RNAmM de C1GalT1 y Cosmc (Yamada et al., 2010). Dado que en los pacientes con
LES activo presentan niveles elevados de IL-6 (Linker-Israeli et al., 1991; Ripley et
al., 2005; Umare et al., 2014) e IL-4 (Funauchi et al., 1998; Mi y Zeng, 2005) se

sugiere que esto podria ser la causa de las alteraciones de la expresion del core 1.

Adicionalmente se encontr6 correlacion entre el porcentaje de células ALL+ y la MIF
con el SLEDAI, lo que sugiere que cambios en la O-glicosilaciéon se relacionan con
la actividad del sistema inmune en pacientes con LES. De igual manera, otros
estudios han encontrado correlacion entre la actividad de la enfermedad y
alteraciones en los LT. Por ejemplo, Wenzel y cols. (2005) observaron correlacion
entre el porcentaje de LT CD4+HLADR+ y la actividad de la enfermedad en lupus
eritematoso cutaneo. Song y cols. (2015) encontraron que el porcentaje de LT
CD3+CD4+Tim-3+ correlaciona inversamente con la actividad de enfermedad y con
los niveles de los componentes del complemento C3 y C4 en LES. También se ha

observado correlacion entre la actividad de la enfermedad y el porcentaje de
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poblaciones de LT, como el porcentaje de LT CD4+NKG2D+, una poblacién de
linfocitos inmunosupresores, que correlaciona inversamente con la actividad de la
enfermedad en LES de inicio juvenil (Dai et al., 2009) y el porcentaje de LT CD8+
activos que correlaciona con el SLEDAI. (Blanco et al., 2005). Nuestros resultados
sugieren que la expresion de O-glicanos reconocidos por ALL en los LT puede ser
un blanco adecuado para ser usado como un marcador de la actividad de la

enfermedad.

El porcentaje de células DN negativas se encuentra incrementado en pacientes con
LES (Anand et al., 2002; Crispin et al., 2008) y se han relacionado a la patogenia
de esta enfermedad por las citocinas inflamatorias que producen y su capacidad
para ayudar a las células B en la producciéon de autoanticuerpos contra el DNA
(Shivakumar et al., 1989; Rajagopalan et al., 1990; Crispin et al., 2009). Las células
DN se pueden originar de LT CD4 al estimularlos repetidas veces con anticuerpos
anti-CD3 y anti-CD28 (Grishkan et al., 2013). Dado que ALL reconoce receptores
relacionados con la activacion (Urrea et al., 2010) y estos pudieran estar
participando en la estimulacién cronica de los LT CD4, nosotros esperabamos
encontrar una correlacion positiva entre el porcentaje de células DN y la expresidon
de los receptores de ALL, sin embargo, se encontré una correlacion negativa entre
el porcentaje de células DN y la MIF de ALL en LT CD4.

Se ha reportado que los pacientes con LES activo presentan un incremento en el
porcentaje de LT CD4+ en apoptosis (Dhir et al., 2009; Shah et al., 2011). También
se ha descrito que estimulos por ALL pueden promover la supervivencia celular en
LT CD4+ (Urrea etal., 2011). Dado que nosotros observamos una disminucion tanto
en el porcentaje de células ALL+ como en la MIF de ALL en pacientes con LES
activo se evalué si habia correlacion entre el reconocimiento de ALL y el porcentaje
de LT CD4+ en apoptosis en pacientes con LES. De manera similar a lo previamente
reportado (Dhir et al., 2009; Shah et al., 2011) se encontré un incremento en el
porcentaje de LT en apoptosis en los pacientes con LES. Sin embargo, no se
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encontrd correlacion entre el reconocimiento de ALL y el porcentaje de LT CD4+ en

apoptosis en los pacientes con LES.

CONCLUSIONES

En resumen, esta investigacion mostré que hay cambios en la O-glicosilacion de LT
de pacientes con LES y que estos se correlacionan con la actividad de la
enfermedad, lo que sugiere que alteraciones en el proceso de glicosilacion estan
relacionadas con las manifestaciones clinicas del LES, aunque consideramos que
aun falta esclarecer mejor el papel que tienen las O-glicosilacion en el control de la

homeostasis de los LT de pacientes con lupus.

PERSPECTIVAS

Determinar, por medio de electroforesis desnaturalizante, si las proteinas
reconocidas por ALL en LT de pacientes con LES son las mismas que las

reconocidas en individuos sanos.

Realizar ensayos in vitro para evaluar la respuesta de los LT de pacientes con LES

al ser estimulados con ALL.
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