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RESUMEN

El lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad autoinmunitaria que se
manifiesta predominantemente en el género femenino. Su etiologia es desconocida y esta
caracterizada por la produccién de altos niveles de autoanticuerpos contra un grupo muy
diverso de autoantigenos producto de la ruptura de la tolerancia inmunitaria (Morrow y col.,
1999), conllevando al dafio de tejidos, multiples 6rganos como rifién y corazon; y sistemas
(nervioso y hematopoyético), producto de la interaccion entre aberraciones del sistema

inmunoldgico, factores hereditarios, hormonales y ambientales (Crispin y col., 2010).

Nuestro grupo de investigaciobn y otros investigadores han descrito numerosas
alteraciones en eventos tempranos de la sefalizacion de linfocitos T (LT) de pacientes con
LES: diferencias en el patrén de fosforilacion en tirosina (Blasini y col., 1998), disminucion en el
acoplamiento de Sos a Grb2 (Cedefio y col., 2003; Cifarelli, 2003), disminucién en la actividad
quinasa de ERK1/ERK2 (Cedefio y col.,2003), menor expresion y localizacién en las balsas
lipidicas (BL) y en la sinapsis inmunoldgica (Sl) de LAT (Abdoel y col., 2012), asi como defectos
en la expresion de la cadena ¢ en LT estimulados via TCR/CD3 (Brundula y col., 1999). Estas
evidencias sugieren que podrian existir alteraciones en eventos tempranos de sefializacioén en

LT de pacientes con LES luego de la activacion del complejo TCR/CD3.

Krishnan y col., (2008) proponen un modelo del “recableado” de la sefializacion del
TCR/CD3 donde entra en juego el dueto alternativo FcRy/Syk que sustituye a la dupla
CD3¢/ZAP-70, resultando en una sefial enziméaticamente 100 veces mas potente que la via
canbnica del TCR. Adicionalmente, se conoce que existen plataformas de sefializacion
ubicadas en la membrana plasmatica, que favorecen y son esenciales para la transduccion de

sefales cascada abajo, conocidas como BL (Jury y col., 2007).

Considerando estas evidencias, nos hemos propuesto evaluar la expresién de las PTKs
ZAP-70 y Syk, y su localizaciéon en las BL de LT de pacientes con LES y controles sanos luego
de la estimulacion via TCR/CD3-CD28. Alteraciones en la expresion y/o localizacion en las BL
de estas moléculas podrian contribuir con el fenotipo hiperactivado observado en LT de estos
pacientes, y posiblemente disminuir su umbral de activacion conllevando asi a funciones

alteradas en estas células y a la pérdida de la tolerancia a autoantigenos.

Nuestros resultados muestran que la expresion de ZAP-70 es relativamente similar en

pacientes con LES en todos los puntos de estimulacién via TCR/CD3-CD28, al igual que al



comparar con controles sanos (Western blot y microscopia confocal), lo que parece indicar que

sus niveles no se ven alterados dada la menor expresién de la cadena ¢ del complejo TCR/CD3.

En LT de controles sanos, ZAP-70 parece ubicarse en las BL previo a la estimulacién via
TCR/CD3-CD28, mientras que en LT de pacientes con LES, la estimulacion logra inducir su
translocacion a las BL, evento crucial necesario para su activacion y funcion PTK de manera
gue ocurra la transduccién de sefales hacia la cascada de las MAPKs. La menor localizacion
de ZAP-70 en las BL, a pesar de sus niveles de expresion normales en LT no estimulados,
pudiera ser producto de la menor expresién de la cadena ¢ del complejo TCR/CD3 puesto que

ZAP-70 es reclutada a las balsas por interaccion con esta cadena.

Uno de los hallazgos més interesantes es el incremento en la expresion de Syk en LT de
pacientes con LES al estimular via TCR/CD3-CD28, junto con su menor nivel de degradacion,
posiblemente mas tardia, en comparacion con controles sanos, pudiera ser producto de un
estado de activacion alterado dada las multiples deficiencias en la sefializacién temprana via
TCR/CD3-CD28, trayendo como consecuencia una menor ubiquitinacion de esta molécula,
garantizando asi la transduccion de sefales cascada abajo.

El siguiente hallazgo mas relevante de nuestra investigacion es que la estimulacion de
LT via TCR/CD3-CD28 logré inducir la translocacién de Syk a la balsa en controles sanos y
pacientes con LES, permaneciendo en las BL durante un periodo mas prolongado en los
pacientes, posiblemente con la finalidad de garantizar la transduccion de sefiales hacia la
cascada de las MAPKs, quienes determinan el destino de la célula; considerando las
numerosas alteraciones antes descritas. Adicionalmente, la permanencia de Syk en la balsa de
LT estimulados via TCR/CD3-CD28, de pacientes con LES, se reflejla en una mayor
colocalizacion de Syk con ZAP-70, también localizada en las BL para llevar a cabo su funcion
PTK, resaltando el papel crucial de la localizacion de moléculas clave en las BL para la

transduccién de sefiales cascada abajo.

Estas observaciones acentian la importancia de la localizacién en las BL de PTKs,
especialmente Syk, como elemento central en eventos de sefializaciéon temprana en LT de
pacientes con LES subsiguiente a la estimulacion via TCR/CD3-CD28. Es posible que cambios
en funciones celulares como localizacion, translocacion a las BL, y/o ubiquitinacién de esta
proteina contribuya como modulador de la respuesta anormal, fenotipo hiperactivado y pérdida

de la tolerancia periférica a autoantigenos observada en estos pacientes.
Palabras claves: LES, balsas lipidicas, Syk, ZAP-70.
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INTRODUCCION

Las células y moléculas responsables de la inmunidad constituyen el sistema
inmunitario, y su respuesta coordinada frente a la introduccién de componentes microbianos,
asi como a macromoléculas, como proteinas y polisacaridos y pequefias sustancias
quimicas que son reconocidas como extrafias, independientemente de la consecuencia
fisiologica o patoldgica de tal reaccion, se define como la respuesta inmunitaria. La defensa
contra microbios es mediada por reacciones tempranas de la inmunidad innata y por las

respuestas tardias de la inmunidad adaptativa (Abbas y col., 2012).

La respuesta de la inmunidad innata estid basada en mecanismos celulares y
bioguimicos, que existen incluso antes de la infeccidén y éstos estan listos para responder
rapidamente ante exposiciones repetidas. En dicha respuesta inmunolégica intervienen
macrégafos, neutréfilos, monocitos y células dendriticas las cuales tienen como funcién la
fagocitosis de microbios; mastocitos, eosindfilos y basdfilos, encargadas de la proteccion
contra parasitos helmitos y respuestas inmunitarias que causan enfermedades alérgicas; las
células NK (del inglés natural killers) que tienen accion citotoxica contra células dianas que
presentan alteraciones en su superficie tales como células cancerigenas: ademas los
macrofagos y las células dendriticas que tienen como funcidn el procesamiento y la
presentacion de antigenos (células presentadoras de antigenos) (Abbas y col., 2012; Cooper

y col., 2009).

En contraste a la inmunidad innata, existe otra respuesta inmunoldgica que es
estimulada por la exposicién a microorganismos infecciosos. Esta respuesta conocida como
inmunidad adaptativa (llamada también inmunidad especifica o adquirida) incrementa en
magnitud, y en su capacidad defensiva con cada exposicion sucesiva a un microbio en
particular. La respuesta de la inmunidad adaptativa amplifica los mecanismos de la

inmunidad innata y potencia su funcion. Las caracteristicas determinantes de la inmunidad



adaptativa son la capacidad de distinguir componentes estructurales de proteinas complejas,
polisacaridos y otros antigenos, llamada especificidad; el aumento de la habilidad de
responder mas vigorosamente a exposiciones repetidas de un mismo antigeno extrafo,
conocido como memoria; la diversidad del reconocimiento antigénico por medio de un
elevado repertorio linfocitico; y una de las propiedades mas sefialadas del sistema
inmunitario, su capacidad para discriminar entre antigenos propios y extrafios, lo que
constituye un punto critico para evitar reacciones contra las células y tejidos propios (Abbas

y col., 2012).

La respuesta inmunitaria adaptativa inicia con el reconocimiento de los antigenos
extrafios por linfocitos especificos, que proliferan y se diferencian a células efectoras, y
tienen como funcion la eliminacion del antigeno. La fase efectora de la inmunidad adaptativa
precisa la participacion de varios mecanismos de defensa, incluido el sistema del
complemento, los fagocitos, las células NK y las citoquinas (Abbas y col.,, 2012). En la
respuesta inmunitaria adaptativa intervienen tanto los linfocitos T (LT) como los linfocitos B
(LB), cada uno con diversas funciones en el sistema inmunitario y diferentes tipos de
receptores de antigeno. Los LB, maduran en la médula ésea y son la fuente de anticuerpos
circulantes (moléculas de inmunoglobulinas); reconocen y se unen a microbios
extracelulares y toxinas, contribuyendo asi a su destruccion; ademas, los LB son capaces de
presentar antigenos a los LT (Abbas y col., 2012). Los LT maduran en el timo y reconocen
péptidos no solubles asociados a la superficie celular de las células presentadoras de
antigenos (CPA). Los LT se subdividen ademas en poblaciones funcionalmente distintas que
se diferencian luego de la seleccion intratimica en LT cooperadores que expresan la proteina
de superficie CD4, y LT citotoxicos que expresan la proteina de superficie CD8 (Murphy y
col., 2009). Tras la activacién, los LT CD4* pueden subdividirse en Thl, Th2, Th17 y LT

reguladores (Treg) (Broere y col., 2011).



Para desempefiar sus multiples funciones, los LT efectores estan especializados en
reconocer mediante el receptor de LT (TCR) diversos antigenos peptidicos procesados por
las CPA y desplegados sobre la superficie de estas ultimas (Murphy y col., 2009). Ademas,
los péptidos antigénicos son reconocidos exclusivamente al estar unidos a glucoproteinas de
membrana conocidas como moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC,
del inglés major histocompatibility complex), el cual se ubica en la superficie de las CPA y/o
en todas las células nucleadas. Hay dos tipos principales de moléculas del MHC, llamados
MHC clase | y MHC clase Il. Una vez que llegan a la superficie celular con su carga de
péptido, las dos clases de moléculas del MHC son reconocidas por diferentes clases
funcionales de LT. De esta manera, las moléculas del MHC clase | son reconocidas por LT
CD8*, y las moléculas del MHC clase Il son reconocidas por LT CD4* (Murphy y col., 2009).
El TCR interactta de manera directa tanto con el péptido antigénico como con
caracteristicas polimérficas de la molécula del MHC que lo despliega, y esta doble
especificidad fundamenta la restriccion por MHC de las respuestas de LT (Murphy y col.,

2009).

Los LT desempefian un papel central en las respuestas inmunitarias frente a los
antigenos proteicos. Entre sus funciones principales estan: 1, la cooperacién con los LB en
la proliferacién, diferenciacion y produccibn de anticuerpos contra antigenos
timodependientes; 2, la induccion de la proliferacién de otros LT, a través de la liberacion de
citoquinas como la interleuquina 2 (IL-2); 3, la activacion de células de origen
mielomonocitico como macréfagos y células NK a través de la liberacion de citoquinas, entre
ellas el interferon gamma (IFN-y) y la IL-2; 4, la actividad citotoxica dirigida contra otro tipo
de células y/o linfocitos T modificados; 5, la accion sobre células precursoras de la estirpe
hematopoyética, mediante la produccién de factores de crecimiento de colonias como por
ejemplo, el factor estimulador de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF); 6,

actividad reguladora sobre LB, monocitos, macrofagos, fibroblastos, entre otros;
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contribuyendo de esta manera al mantenimiento de la tolerancia inmunolégica (Male y col.,

2012).

Los LT juegan un rol principal en montar una respuesta adaptativa efectiva.
Evidencias demuestran que sefales desde el TCR son cruciales para el desarrollo,
homeostasis, activacion y tolerancia de LT. El desarrollo de LT en el timo requiere la
recombinacion apropiada de los segmentos génicos VDJ y la subsiguiente expresion de un
TCR funcional (Krangel, 2009; Moroy y Karsunky, 2000). Sin embargo, la intensidad de la
sefial del TCR en timocitos doble positivos (CD4*CD8*) dicta el destino de estos LT
inmaduros durante la seleccion timica (Hayes y Love, 2006). Timocitos doble positivos que
reciben sefiales moderadas por medio del TCR son seleccionados positivamente y
experimentan maduracién a LT maduros CD4 o CD8 positivos (Takahama y col., 2010),
mientras que aquellas que reciben estimulacion fuerte mediante el TCR son seleccionados
negativamente y mueren por muerte celular programada o apoptosis (Takahama, 2006). La
seleccion negativa elimina LT altamente autorreactivos, mediante diversos mecanismos,
estableciendo la tolerancia central de LT. Dichos mecanismos estan caracterizados por la
expresion intratimica de antigenos especificos de tejidos periféricos, fendbmeno conocido
como expresioén promiscua o ectopica (Sabater, 2007), sujeto a un regulador transcripcional,
el gen AIRE (del inglés autoimmune regulator) (Derbinski y col., 2001). Se postula que AIRE
recluta varios componentes de la maquinaria transcripcional y los dirige, mediante su unién a
la matriz nuclear, hacia regiones gendmicas especificas donde estarian agrupados los genes
regulados por ella (Tao y col., 2006). Sin embargo, muchas clonas autorreactivas sobreviven
y viajan a la periferia a los 6rganos linfoides secundarios, donde son inactivadas, mediante la
induccién de anergia o eliminadas mediante apoptosis inducida por activacion o pueden
sufrir supresion por linfocitos T reguladores que se desarrollaron en los érganos linfoides

primarios 0 secundarios, con la finalidad de evitar respuestas sostenidas contra antigenos



propios. Dichos mecanismos constituyen asi la tolerancia periférica de los LT (Fields y col.,

1996: Li Wei y col., 1996).

La respuesta contra antigenos propios se denomina autoinmunidad y puede
desencadenar enfermedades autoinmunitarias que se caracterizan por lesiéon de los tejidos y
organos (Abbas y col, 2012). Los mecanismos que normalmente previenen la
autoinmunidad pueden considerarse como una sucesion de puntos de verificacion. Cada uno
de éstos es en parte eficaz para prevenir respuestas contra lo propio y todos ellos en
conjunto tienen una accion sinérgica que permite una proteccion eficiente contra la
autoinmunidad sin inhibir la capacidad del sistema inmunol6gico para instaurar respuestas

eficaces contra los microorganismos patégenos (Murphy y col., 2009).

El lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad autoinmunitaria que se
manifiesta predominantemente en el género femenino, la cual afecta a multiples 6rganos
incluyendo rifidn, sistema nervioso y érganos hematopoyéticos, producto de la interacciéon
entre aberraciones del sistema inmunélogico, factores hereditarios, hormonales vy
ambientales (Crispin y col., 2010). La etiologia de esta enfermedad es desconocida, y esta
caracterizada por la produccién de altos niveles de autoanticuerpos contra antigenos
resultantes, al menos en parte, de una disregulacién de respuestas de LT a autoantigenos

(Morrow y col., 1999).

La presencia de al menos cuatro de los siguientes criterios establecidos por el
Colegio Americano de Reumatologia (ACR del inglés American College of Rheumathology)
son requeridos para el diagnéstico del LES (Tan y col., 1998): Rash malar, rash discoide,
fotosensibilidad, Ulceras orales, artritis (poliartritis no deformante), serositis (pleuritis y/o
pericarditis), enfermedad renal (proteinuria), cilindruria, confirmacion histologica de nefritis,
alteraciones neuroldgicas (psicosis), transtornos hematoldgicos (anemia

hemolitica/leucopenia o linfopenia/ trombocitopenia), alteraciones inmunoldgicas, células LE



(célula del lupus), anticuerpos anti-ADN, anticuerpos anti-Sm (anti-Smith), anticuerpos

antinucleares (ANA).

Algunas evidencias sugieren que en la iniciacibn de la enfermedad participan
defectos subyacentes en la sefalizacibn mediada por receptores de antigenos de LT que
conducen a respuestas alteradas por parte de LB, apoptosis incrementada, produccién de
citoquinas y ruptura de la tolerancia inmunologica (Dayal y Kammer, 1996; Tsokos y Liossis,
1999). Recientes evidencias de diferentes ambitos han contribuido a la comprension del
LES. En este sentido, tenemos: 1, genes asociados con la expresion de la enfermedad,
donde la combinacion de alelos de riesgo conllevan a la predisposicion. EI mecanismo a
través del cual estos alelos contribuyen a la autoinmunidad es poco conocido; de hecho,
muchos de los polimorfismos de nucleétidos simples (SNPs) (del inglés single nucleotide
polymorphisms) asociados al LES estan dentro de regiones de ADN no codificantes. Entre
estos genes tenemos IRF5, osteopontina, IRAK1, TREX1 y TLRS; 2, células inmunitarias
anormales o inmunocompetentes que conllevan a la patologia inmundlogica (Crispin y col.,
2010), incluyendo monocitos/macréfagos, células NK, LB y LT (Via y Hendwerger, 1993); 3,
el rol de hormonas y cromosomas sexuales en el desarrollo de la enfermedad; asi como 4,
factores ambientales y epigenéticos importantes que contribuyen a la expresion del LES
(Crispin y col, 2010). Ademas, los individuos afectados por esta enfermedad pueden
presentar niveles bajos en proteinas del sistema del complemento (Rynes, 1991; Morgan y

Walport 1991) y de la proteina C-reactiva (Robey y col., 1995).

Los LB presentan alteraciones que modifican su comportamiento en la respuesta
inmunitaria de pacientes con LES (Crispin y col., 2010). Linfopenia e hiperactividad de LB
son algunas de las anomalias mas relevantes encontradas en estos pacientes. Los LB en
pacientes con LES producen una gran variedad de autoanticuerpos contra componentes

solubles y celulares, pero con mayor frecuencia contra antigenos antinucleares (ANAS)



(Crispin y col., 2010) y con mayor especificidad contra ADNdc (ADN doble cadena). Estos
autoanticuerpos cambian de isotipo, maduran su afinidad, son de larga sobrevida y de
produccién continua, caracteristicas que diferencian a los autoanticuerpos de individuos

sanos de los de pacientes con LES.

Muchos investigadores han centrado su atencién en dilucidar el papel de los LT en la
autoinmunidad debido a dos razones importantes: 1) los LT cooperadores son reguladores
de todas las respuestas autoinmunitarias (Abbas y col., 2012), por ejemplo, los anticuerpos
anti-ADNdc, que se depositan en dérganos blanco como el rifidn, son de la clase IgG, y
requieren para su produccion la participacion de LT cooperadores (Isenberg y col., 1994;
Alexonopoulos y col., 1990), de hecho, el tratamiento con inmunosupresores dirigidos contra
los LT cooperadores induce mejoria en los pacientes con LES (Via y Hendwerger, 1993); y
2) varias enfermedades autoinmunitarias estan ligadas a nivel genético con el MHC (Pérez-
Rodriguez, 2005), en este sentido, los LT de pacientes con LES reconocen a través del TCR
autoantigenos como particulas de ribonucleoproteinas, aumentando la afinidad de los LB

autoreactivos, dando lugar a la produccion de autoanticuerpos (Reveille, 2006) .
Eventos de sefalizacion en linfocitos T

La activacion de los LT virgenes es uno de los pasos mas importante en el desarrollo
de la inmunidad y por tanto requiere, ademas del complejo TCR/MHC, correceptores y
moléculas accesorias en la superficie de los LT con sus correspondientes ligandos en la
CPA (Broere y col., 2011). Asi, el TCR en realidad reconoce al conjunto formado por el
antigeno y los determinantes polimoérficos de la molécula del MHC, mientras que las
moléculas CD4 y CD8 interactian con el determinante monomorfico de las moléculas clase |
y clase | del MHC, respectivamente, contribuyendo a afianzar la interaccion entre el LT y la
CPA (Weiss, 1991) e inicia la cascada de sefializacion intracelular. La sefial se convierte en

formas bioquimicas diferentes, se distribuye a diferentes sitios de la célula y se mantiene y
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amplifica a medida que procede hacia sus destinos (Murphy y col., 2009). El destino final de
casi todas las sefales es el nicleo y la respuesta celular primaria es la alteracion de la
expresion génica, esto permite a su vez la sintesis de nuevas proteinas como citoquinas,
quimioquinas, moléculas de adhesion celular y otras proteinas de la superficie de la célula, y
eventos celulares como division, diferenciacion y en algunos casos, muerte (Murphy y col.,

2009).

Intensas investigaciones a mediados de 1980, usando métodos bioquimicos e
inmunoquimicos dieron a conocer los componentes estructurales del complejo del TCR
(Smith-Garvin y col., 2009). El complejo del TCR estd compuesto por TCRa y TCRp, y las
proteinas CD3 (Hedrick y col., 1984; Malissen y col., 1984). Las proteinas CD3 invariables,
consisten de cadenas 9, ¢, y {, asociadas con el TCR via interacciones hidrofébicas (Borst y
col., 1984). Las proteinas CD3 no estan directamente involucradas en el reconocimiento de
antigenos, pero sus dominios citosélicos contienen los motivos de activacion basados en
tirosina (ITAMs del inglés immunoreceptor tyrosine-based activation motif). El ligamiento del
TCR dispara la fosforilacion de residuos ITAMs, que son responsables de la transmision de
sefiales (Samelson y col.,, 1986; Letourneur y Klausner, 1992), y proveen sitios de
interaccion con PTKs que propagan los eventos de sefializacion cascada abajo (Broere y

col., 2011; Letourneur y Klausner, 1992).

Proteinas tirosina quinasa (PTKs) citosélicas de la familia Src, p56-¢ (Lck) y p59™"
(Fyn), y la proteina quinasa de la familia Syk asociada a la cadena ¢ de 70 kDa (ZAP-70),
son activadas por la ligacion del TCR (Cantrell, 1996; Chan y col., 1994). La activacion de
Lck dispara la fosforilacion de ITAMs del complejo CD3 (Veillete y col., 1988). La mayor
parte de Lck se asocia a la cola citoplasmética de las moléculas correceptoras CD4 y CD8
(Artyomov y col., 2010) mientras que Fyn se encuentra unida constitutivamente a los

dominios citoplasméticos de las cadenas ¢ del CD3 (Lawrence y col., 1990). Estos sitios asi



fosforilados constituyen puntos de anclaje o asociacién con otras proteinas como ZAP-70, la
tercera PTK mas importante en el linfocito T, la cual se enlaza a las cadenas € y ¢ del CD3,
al ser activada su region catalitica mediante su autofosforilacion en tirosina, (Chany col.,
1995), resultando, de esta manera, en la fosforilacion/activacion de otras proteinas y el
reclutamiento de adaptadores, los cuales orquestan la cascada de sefializacion rio abajo

(Figura 1) (Wang y col., 2010).

Para una activacion controlada de los LT, es necesario un balance y sincronizacion
de la fosforilacion y defosforilacién de estas PTKs (Charbonneau y col., 1988). Se conoce
que eventos de fosforilacion en tirosina que acompafian a la activacion de LT son regulados
por una serie de proteinas tirosina fosfatasa (PTPs), las cuales se encargan de la
defosforilacion de las PTKs. La molécula CD45 es la mas importante en linfocitos T por su
papel en la defosforilacion en tirosina del dominio regulatorio de las Src quinasas
(Charbonneau y col., 1988; Trowbridge y Thomas, 1994). Otras PTPs como SHP participan

en la regulacion negativa de la cascada de sefializacion intracelular.

Cuando los LT en reposo son activadas de manera apropiada por un antigeno,
secretan IL-2 y expresan receptores de alta afinidad para IL-2 (IL-2R). La unién de esta
citoquina a su receptor promueve una estimulacién auto y paracrina, que conlleva a la
proliferacién de los LT antigeno-especificos. La activacion éptima del gen de IL-2 parece
depender de la convergencia de al menos tres sefiales: la movilizacién de Ca?* intracelular,

la activacion de la proteina quinasa C (PKC) y la activacién de la molécula p21R3 (Ras).

La estimulacién de los LT a través del TCR/CD3 involucra al menos dos vias
independientes de la PKC. La primera comprende la fosforilacion en tirosina de los motivos
ITAM de las cadenas del complejo CD3. El aumento de la actividad quinasa de Lck conlleva
a la fosforilacion de p95'® (Vav). La fosforilacion de Vav ocasiona un aumento en la

actividad intercambiadora de nucle6tidos de guanina de esta molécula o actividad GEF (del
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inglés guanine nucleotide exchange factor) que culmina con la transicién de la forma inactiva

Ras-GDP a la forma activa Ras-GTP (Wuy col., 1995).

La segunda via comprende el reclutamiento de ZAP-70. La fosforilacion de ITAMs de
la cadena ( recluta a ZAP-70 mediante sus dominios SH2, la cual se une especificamente a
residuos fosfotirosina de los ITAMs (Chan y col., 1992; Irving y col., 1993). ZAP-70 fosforila
dos proteinas adaptadoras claves: Ligador para la activacion de LT (LAT, del inglés Linker
for activation of T cell), y la fosfoproteina de leucocitos de 76 kDa con dominio SH2 (SLP-76,
del inglés SH2 domain-containing leukocyte phosphoprotein of 76 kDa) (Zhang y col., 1998;
Bubeck y col.,, 1996). LAT fosforilado recluta proteinas que contienen dominios SH2,
incluyendo fosfolipasa C y1 (PLCy1), la subunidad regulatoria p85 de IP3K, Grb2, y Gads,
para formar un ensamblaje subcelular (Zhang y col., 1998; Liu y col., 1999). SLP-76 une el
complejo por union a Gads y PLCy1, via regiones ricas en prolina (Pivniouk y col., 1998).
Gbr2 esta constitutivamente unido a Sos (del inglés son of sevenless), el cual es un factor
intercambiador de nucleétidos para ambas GTPasas Ras y Rho. El complejo Grb-Sos puede
formar dos complejos distintos: SLP76-Grb2/GADS-Sos y LAT-Grb2-Sos (Koretzky, 1997;

Erick y col., 1998), permitiendo asi la activacion de Ras (Figura 1).

Una tercera via de activacion de Ras involucra a la PKC y es resultado de la
fosforilacion de PLCy1 por ZAP-70 e Itk, una PTK que es fosforilada en tirosina y activada
por Lck, la cual induce la fosforilacion en tirosina de PLCy1, su translocacion a la membrana
y la activacion de su unidad catalitica (Weber y col., 1992). PLCy1 hidroliza fosfoinositol 4,5-
bifosfato (PIP2) en dos segundos mensajeros esenciales 1,4,5-inositoltrifosfato (IP3) vy
diacilglicerol (DAG) (Zhong y col., 2008). Estos segundos mensajeros estimulan el aumento
de la concentracién de Ca?* intracelular y la activacion de la PKC respectivamente, dos

sefales criticas para el proceso de activacion linfocitaria (Weber y col., 1992). IP; y DAG
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inician una variedad de vias de sefializacion distales. IP; dispara la via de sefializacion NF-

AT—calcineurina dependiente de Ca?* (Zhong y col., 2008; Oh-hora y Rao, 2008) (Figura 1).

Una vez activada Ras por cualquiera de las vias, la sefalizacién pareciera seguir un
curso lineal que incluye la activacion secuencial de MAPKs (del inglés mitogen-activated
protein kinases). En linfocitos T esta cascada de MAPKs se inicia con la activacién de Raf-1.
Esta primera MAPK activa a una segunda MAPK conocida como MEKK y ésta, a su vez,
activa a una tercera MAPK llamada ERK (del inglés extracellular signal regulated kinase),
gque es una enzima responsable de la fosforilacion de diversos factores de transcripcion,
entre los cuales se encuentran AP-1, AP-3, NF-kB y NF-AT (Zhang y Dong, 2005) (Figura

1).

Es importante destacar que para que ocurran estos eventos de sefializacion
intracelular, y asi la activacion éptima de los LT, ademas de requerirse el entrecruzamiento
del complejo TCR/CD3 es necesario una sefial coestimulatoria. Una de las moléculas
coestimulatorias por excelencia es CD28, cuya union a su ligando B7/BB1 o B7/BB2 que se
expresa en la CPA, coestimula la proliferacion de LT, la produccion de citoquinas y la
generacion de LT citotoxicos (Kaneko y col., 1996). Por su parte, CTLA4 (del inglés cytotoxic
T lymphocyte associated antigen 4) bajo interaccion con CD80 y CD86 provee una sefial
coestimulatoria negativa para completar la activacion y la funcién celular de los LT (Wang y
Chen, 2004). La naturaleza de esta sefial coestimulatoria ha sido explicada en términos de la
reorganizacion de las balsas lipidicas (ver mas adelante). En este sentido, el
entrecruzamiento del TCR empleando cantidades subdptimas de anticuerpo anti-CD3 no
implica el agrupamiento de las balsas, mientras que la coactivacion de CD28 promueve la
reorganizacion del citoesqueleto de actina, conllevando al reclutamiento de las balsas
lipidicas al sitio de contacto, y a la sefalizacion sostenida requerida para la activacion de los

LT (Violay col., 1999; Valitutti y col., 1995).
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Como se mencioné anteriormente, la integracion del aporte de dos sefiales, una de
fuerza variable mediada por la unién del antigeno con el MHC, dependiente de la cantidad y
afinidad del antigeno por el TCR, y la otra coestimulatoria llevada a cabo por CD28,
determina el destino de los LT hacia activacion o anergia (Sharpe y Abbas, 2006). Se sabe
que el contacto entre la molécula CD28 de la célula T y la molécula B7 de la CPA facilita
este acoplamiento y ademas recluta a una serie de efectores especiales para disparar una
sefial dependiente del TCR (Miche y col., 2001). Ademas, es importante destacar que el
contacto entre estas moléculas, induce fosforilacion en tirosina de la cola citoplasmatica de
CD28 mediada por las PTKs de la familia src, asi como su acoplamiento a la subunidad
regulatoria de la fosfoinositol 3-quinasa (IP3K) recluta a la subunidad catalitica clase | de
IP3K a la membrana que genera PIP3 y ancla proteinas que contienen un dominio con
homologia a pleckstrina a la membrana plasmatica incluyendo la subunidad catalitica clase
Il de IP3K, IP3KC. IP3K participa en la conversion de PIP2 a PIP3. PIP3 es necesaria para
la activacion de Akt, la cual a su vez regula diversas moléculas cascada abajo. Akt esta
involucrada en diversas funciones tales como translocacion de proteinas, metabolismo
celular e inhibicion de apoptosis, etc (Okkenhaug y Vanhaesebroeck, 2003). Las src
quinasas, a su vez, fosforilan en tirosina a ciertas moléculas de sefializacion como PLCy1, la
cual amplifica el incremento de la concentraciéon de Ca?* intracelular y el acoplamiento de
Vav-1, SLP-76, entre otras moléculas, a proteinas adaptadoras. PLCyl utiliza PIP2 como
sustrato generando IP3 y DAG. IP3 ocasiona la liberacién de iones Ca?* via el receptor IP3
que conlleva a la activacion de NFAT y su translocacion al nucleo; simultaneamente, DAG
activa la PKCO, y ésta a su vez junto con calmodulina y CalmK2 regula la fosforilacion del
complejo IKK, y finalmente la translocacion de NF-kB al nucleo. NFAT y NF-kB poseen un
papel crucial en la regulacién de la transcripcién del gen que codifica para IL-2 y en factores

anti-apoptoticos (Figura 1) (Sanchez-Lockhart y col., 2004; Nishiyama y col., 2005).
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Figura 1. Cascada de sefalizacion de LT luego del ligado del complejo TCR/CD3. Tomado

de http://trenchesofdiscovery.blogspot.com/2012/03/immunology-under-microscope-

knowing.html
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Balsas lipidicas en eventos de sefializacidn de linfocitos T

Las balsas lipidicas son microdominios de membrana conformadas por interacciones
débiles entre lipidos y proteinas de membrana y se caracterizan por ser fracciones lipidicas
insolubles en detergentes no ionicos a 4 °C. Se les conoce ademas como microdominios
GPI por estar enriquecidas en esfingolipidos, colesterol y proteinas ancladas por grupos
glicosilfosfatidilinositol (GPI) (Montixi y col., 1998). Es bien conocido que el TCR activa el
montaje de un gran complejo macromolecular y que las balsas lipidicas constituyen
plataformas para este complejo de sefalizacién (Montixi y col., 1998; Xavier y col., 1998;
Zhang y col., 1998). En LT, el entrecruzamiento del TCR induce una rapida agrupacion de
las balsas lipidicas que promueve la activacion inmediata de las Src quinasas y la
acumulacién subsiguiente de una serie de sustratos fosforilados (Kane y col., 2000; Langlet y
col.,, 2000; Leo y Schraven, 2001) incluyendo practicamente todas las moléculas CD3(
hiperfosforiladas (Montixi y col., 1998; Xavier y col., 1998; Kosugi y col., 1999), las formas
activadas de la tirosina quinasa ZAP-70 y PLCy1, IP3K, el factor intercambiador
Vav/Rac/CDC42, y LAT (Brdicka y col., 1998;Zhang y col., 1998) en el area de contacto
entre la CPA y el LT conocida como sinapsis inmunoldgica (SI) (Monks y col., 1998; Dustin y
col.,, 2000; Davis, 2002) (Figura 2). Consistente con estos hallazgos, la deplecion de
colesterol empleando metil-B-ciclodextrina disocia estas proteinas que se ubican en las
balsas lipidicas e inactiva la cascada de sefializacion (Moran y col., 1998; Xavier y col.,

1998).

Aunque los primeros eventos de fosforilacion ocurren a los pocos segundos del
entrecruzamiento del TCR, se requiere el contacto sostenido y la interaccion de los LT con la
CPA para la activacion completa de los LT. Estudios de la SlI han reportado una estructura
en forma de anillo formada por el complejo TCR/MHC-antigeno alrededor de un conjunto de

moléculas de adhesién, donde luego de la activacion del complejo del TCR ocurre la
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inversion de esta estructura, es decir, la relocalizacion del complejo TCR/MHC-antigeno al
centro, y la formacién de regiones segregadas espacialmente conocidas como complejos de
activacion supramolecular (SMAC del inglés supramolecular activation complexes). La Sl
madura contiene un SMAC central (c-SMAC), conformado por el complejo TCR/MHC-
antigeno y una amplia variedad de moléculas de superficie, correceptores y moléculas
accesorias, rodeado por un SMAC periférico (p-SMAC), el cual estd compuesto
principalmente por moléculas de adhesion y moléculas cuyas colas extracelulares son muy
largas como CD45. Asi, la S| formada en la superficie de la célula puede proporcionar
interacciones celulares prolongadas y una sefial sostenida que conduce al flujo de Ca?*,
reorganizacién del citoesqueleto, y asi, la activacién de los LT (Broere y col., 2011) (Figura
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Figura 2. Formacion del SMAC y rearreglo de los microdominios de membrana de linfocitos

T. Tomado de Llangumaran y col. 2000. Immunol Today. 21: 2-7.
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ANTECEDENTES

Los LT de pacientes con LES muestran una serie de anomalias funcionales. Por
ejemplo, LT de sangre periférica muestran una disminucion de la produccion de IL-2
(Alcocer-Varela y Alarcon-Segovia, 1982; Linker-Israeli y col., 1983; Solomon y col., 2001),
disminucion de la respuesta a esta citoquina (Alcocer-Varela y Alarcon-Segovia, 1982), una
tasa de proliferacion alterada (Stekman y col., 1991) y apoptosis incrementada (Kovacs y
col., 1996; Lorenz y col., 1997), en respuesta a la estimulacion a través del complejo
TCR/CD3. Debido a que los LT juegan un papel central en el mantenimiento de la anergia
periférica a antigenos propios, es coherente que algunas de las anomalias funcionales
observadas en esta subpoblacion de linfocitos T pueden contribuir a la ruptura de la

tolerancia en pacientes con lupus (Blasini y Rodriguez, 2004).

Como se menciond anteriormente, el entrecruzamiento del TCR/CD3 origina la
fosforilacion en tirosina de los ITAMs de la cadena ¢ del TCR por parte de Lck y Fyn, que
conlleva al reclutamiento de ZAP-70 a través de sus dominios SH2. Muchos estudios
demuestran que esta sefializacion del TCR se encuentra alterada en pacientes con LES
(Liossis y col., 1998; Tsokos, 2011): en nuestro laboratorio se reportd una disminucion de la
expresion de la cadena ¢ del TCR (Brundula y col., 1999); Krishnan y col., reportaron que
ocurre un “recableado” de la senalizacion via TCR/CD3 donde la cadena ¢ del complejo CD3
es sustituida por el receptor Fc y (FcRy), y por ende ZAP-70 es a su vez sustituida por la
PTK de la familia Syk citoplasmatica del bazo de 72 kDa (Syk) (Krishnan y col., 2008;
Kyttaris, 2010) (Figura 3). FcRy es homodlogo en forma y funcion a la cadena ¢ del CD3,
aunque esta ultima tiene tres dominios ITAMs mientras que FcRy sélo tiene uno (Crispiny
col., 2008; Grammatikos y Tsokos, 2012). La sefalizacion a través de este “recableado del
TCR” se presume que es mas fuerte debido a este dueto alternativo FCRy/Syk, que es

enzimaticamente 100 veces mas potente que la via canénica CD3¢/ZAP-70 (Oliver y col.,
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1944; Krishnan y col., 2003). Una consecuencia directa de este reensamblaje del TCR,

podria ser la regulacion defectuosa de quinasas clave que intervienen en las primeras

etapas de activacion del TCR (Blasini y Rodriguez, 2004). Krishnan y col. encontraron que la

transfeccion de la cadena FcRy dentro de los LT amplifica eventos de sefializacion del TCR

en una manera Syk quinasa dependiente y puede asi imitar la sefializacion anormal de LT

de pacientes con LES (Krishnan S. y col., 2004) (Figura 3).
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Figura 3. Recableado de la arquitectura de la sefalizacion del TCR en LT de pacientes con

LES. Tomado de Moulton y Tsokos, 2011. Arthritis Research & Therapy. 13: 207.



Proteinas tirosinas quinasas ZAP-70 y Syk

ZAP-70 se expresa en LT y en células NK, mientras que Syk se expresa en muchos
tipos de células hematopoyéticas, incluyendo LB, mastocitos, plaquetas; en subconjuntos de
LT tales como timocitos, LT aff virgenes, y LT y0 intraepiteliales (Chan y col., 1994; Mallick-
Wood y col., 1996; Orchansky y col., 1996). Syk desempefia un papel importante en la
transduccién de sefales iniciada por los inmunorreceptores clasicos, incluyendo el BCR,
FcR, y los receptores de células NK (Tohyama, 2009; Berton y col., 2005; Crowley y col.,
1997). Debido a que el desarrollo de LT y LB requiere una transduccién intacta de la sefal
mediada por el receptor de antigeno (TCR y BCR, respectivamente), la deficiencia de Syk
conduce a la ausencia completa de LB maduros, y la deficiencia de ZAP-70 resulta en una
reduccion marcada de respuestas mediadas por el TCR (Turner y col., 1995; Elder y col.,
1994; Qian y col., 1996). Aunque se pensaba que la sefalizacién del BCR era mediada por
Syk y la sefializacion del TCR via ZAP-70, datos recientes muestran que ZAP-70 cumple un
papel en el desarrollo de LB y Syk es importante en la pre-sefializacion de LT. Pareciera que
Syk y ZAP-70 han superpuesto funciones en el desarrollo temprano de los linfocitos T

(Schweighoffer y col., 2003; Palacios y Weiss, 2007).

La estructura de ZAP-70 y Syk estad altamente conservada; esto incluye desde el
amino terminal al extremo carboxilo: 1, dos dominios SH2, los cuales se unen a dominios
ITAMs fosforilados; 2, una regién adaptadora de 80 a 110 aminoacidos, donde se ha
postulado que permite unir y reclutar efectores celulares; 3, un dominio catalitico, incluyendo
sitios de union de ATP y fosforilacién de tirosina; y 4, una extensién carboxilo terminal que

posee una funcién ain no determinada (Latour y col., 1997) (Figura 4).
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Figura 4. Estructura tridimensional de las proteinas tirosinas quinasas ZAP-70 (A) y Syk (B)
y estructura esquematica del tandem de los dominios SH2 y los dominios kinasa que son
mostrados como cilindros naranja y verde, respectivamente. Los tubos morados representan
la regién enlazadora conectando los dominios SH2 y el dominio quinasa (C). Tomado de Yan

y col., 2013. Mol Cell Biol. 33: 2188-2120.
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Han sido reportadas diferencias en las asociaciones moleculares y actividades de
Syk y ZAP-70 y se han atribuido a la estructura de estas dos quinasas. La asociacion de
ZAP-70 en vez de Syk, con proteinas Src quinasas que conllevan a una iniciacion de la
activacion de la cascada enzimatica es un ejemplo de ello (Van Leeuwen y Samelson, 1999;
Chu y col., 1998). Del mismo modo, la expresion diferencial de ZAP-70 y Syk en subclases
de LT podrian explicar las diferencias funcionales resultantes de la sefalizacién del TCR.
Los LT CD4" efectoras activadas in vitro, expresan altas cantidades de Syk, y muestran

mayor asociacion con el TCR en comparacién con ZAP-70 (Krishnan y col., 2003).

En cuanto a pacientes con LES, la cinética de las dos vias de sefalizacion inducidas
por el TCR involucrando Syk, a saber polimerizaciéon de actina y flujo de Ca?*, se encuentran
incrementadas (Krishnan y col., 2004). Ademas, Krishnan y col. observaron que Syk estaba
expresado en altas cantidades en LT de pacientes lUpicos comparado con controles sanos, y
que los LT de pacientes con LES exhiben uniones distintas de Syk y ZAP-70 a moléculas de
sefializacion involucradas en la polimerizacién de actina y sefializacion de Ca?* tales como
Vav, PLCy1 y LAT (Krishnan y col., 2004). Por otra parte, Grammatikos y col., utilizando un
arreglo de expresion de genes, demostraron que la expresion forzada de Syk en LT
normales induce una expresion aberrante de diversas moléculas, como IL-21, el receptor de
superficie CD44, y moléculas intracelulares PP2A y OAS2 y disminuyen después del
silenciamiento de Syk. El silenciamiento de Syk en LT de pacientes con LES normaliza la
expresion de muchas moléculas expresadas anormalmente (Grammatikos y col., 2013). Con
base en estos resultados, estd postulado que Syk y ZAP-70 podrian tener distintos roles

durante la activacion de LT de pacientes con LES.
Otros hallazgos

Una consecuencia directa del reensamblaje del TCR, podria ser la regulacion

defectuosa de quinasas clave que intervienen en las primeras etapas de activacion del TCR
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(Blasini y Rodriguez, 2004). Nuestro equipo de investigacion y otros han demostrado un
patron anormal de fosforilacién en tirosina en LT de sangre periférica de pacientes con lupus
(Liossis y col., 1998; Blasini y col., 1998; Matache y col., 1996), ademas de un aumento en la
actividad quinasa de Fyn que no fue observado para otras PTKs como Lck y ZAP-70,
ademas de una menor cantidad de Fyny Lck. Igualmente, no se observaron diferencias al
estudiar la actividad fosfatasa de CD45 en linfocitos T no estimulados y estimulados via

TCR/CD3 (Blasini y col., 1998).

Por otra parte, la estimulacién de LT de pacientes con LES por la via TCR/CD3 no es
suficiente para inducir la activacion de las MAPKs ERK1 y ERK2. Nuestro equipo report6 que
la coestimulacion de linfocitos T de pacientes con LES por la via TCR/CD3 y la PKC, induce
una menor fosforilacion y actividad catalitica de las MAPKs. Por otra parte, la estimulacion
de la PKC por si sola, utilizando el acetato de forbol miristato (PMA) induce niveles de doble
fosforilacion y subsecuente activacion similares en las MAPK de controles y pacientes.
Adicionalmente se observd que los niveles de las MAPK son similares en controles sanos y
pacientes con LES (Cedefio, 2000; Cedefio y col., 2003). Esto sugiere que la capacidad
intrinseca de las MAPK de ser doblemente fosforiladas como también su actividad quinasa
no se encuentra alterada en los linfocitos T de los pacientes y que algunas alteraciones ya
descritas y/o aln desconocidas, en eventos tempranos de la sefializacion via TCR/CD3,
podrian estar generando una activacion defectuosa de ERK1 y ERK2. Trabajos realizados
posteriormente demostraron que en linfocitos T no estimulados de pacientes con LES ocurre
un acoplamiento anormal a Grb2 de proteinas fosforiladas en tirosina, como c-Cbl encargado
de ubiquitinar diversas proteinas para su degradacion proteasomal, y una disminucion en la
union de Sos a Grb2 en LT sin estimular y estimulados de pacientes con LES al comparar
con controles sanos y controles inflamatorios de la enfermedad (Cedefio y col., 2003;
Cifarrelli, 2003). El acoplamiento de Sos a Grb2 es importante para la formacion del

complejo ZAP-70/Grb2/Sos que es reclutado hacia la membrana por interaccion con LAT
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una vez que ésta es fosforilada en tirosina por ZAP-70. Sos es indispensable para la

activacion de Ras y el disparo de la cascada Ras/Raf/ERK.

Los LT de pacientes con lupus exhiben balsas lipidicas agrupadas, indicando que los
LT se encuentran “preparados” para su activacion (figura 4). La organizacion de moléculas
de sefalizacién dentro de las balsas lipidicas, es vital para la regulacion de vias de
activacion de linfocitos T (Brundula, V. y col., 1999; Pang, M. y col., 2002; Jury, E. y col.,
2003). Los dominios de las balsas proveen un ambiente que favorece la transduccion de
sefales del inmunoreceptor, y su interrupcién incluye el desplazamiento anormal de
moléculas de sefializacion. Se ha demostrado que las balsas lipidicas poseen una
composicion alterada de dichas moléculas que interrumpen vias de sefalizacion
intracelulares y afectan la funcion de la célula T de pacientes con LES (Kabouridisy col.,
1997; Zhang, y col., 1998; Xavier, y col., 1998; Montixi y col., 1998; Kabouridis, y col., 2005).
Estas alteraciones incluyen, el incremento de la expresion de FcRy, Syk, PLCy, con una
disminucion en la expresion de Lck (Jury y col., 2003; Jury y col., 2004; Krishnan y col.,

2004; Kabouridis y Jury, 2008).

Ademas, es importante destacar que los LT de pacientes con LES poseen un pool
MAas extenso y son mAas robustas en su capacidad para generar balsas lipidicas. Estas
balsas lipidicas de pacientes con LES difieren en su composicion y presentan una dinamica
acelerada del citoesqueleto, asi como, una respuesta aumentada de Ca?", al menos en
parte, a través de mecanismos dependientes de balsas lipidicas, en comparacion con

controles sanos (Krishan y col., 2004).

La integridad de la cascada de Ras/Raf/MAPK es critica para el mantenimiento de la
tolerancia en LT, un proceso que falla en pacientes con LES (Cedefio y col., 2003). Como se
menciond anteriormente, en nuestro equipo se han descrito ciertas anormalidades en la

actividad catalitica de ERK-1 y ERK-2 en LT de pacientes con lupus, en respuesta a la
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estimulacion via el complejo TCR/CD3. Se demostré que la molécula Grb2 en efecto, exhibe
una disminucion en el acoplamiento de Sos a Grb2 en pacientes con LES (Cedefio y col.,
2003). Por otra parte, se observé una disminucién en la expresion y una localizacion anormal
de LAT dentro de las balsas lipidicas y en la sinapsis inmunolégica de LT activados de

pacientes con lupus luego de la estimulacion via TCR/CD3 (Abdoel y col., 2012).

En este sentido, dado los defectos mencionados en la expresion de la cadena C en
linfocitos T de pacientes con LES (Brundula y col., 1999), y en consecuencia, el modelo del
“recableado” de la sefalizacion del TCR/CD3 propuesto por Krishnan y col., donde entra en
juego el dueto alternativo FCRy/Syk que es enzimaticamente 100 veces mas potente que la
via candnica CD3(/ZAP-70, nos hemos propuesto evaluar la expresién de las PTKs ZAP-70
y Syk, asi como su translocacion y/o localizacion en las balsas lipidicas de LT de pacientes
con LES y controles sanos luego de la estimulacion via TCR/CD3-CD28. Alteraciones en la
expresion y/o localizacion en la balsa de ZAP-70 y Syk podrian contribuir con el fenotipo
hiperactivado observado en LT de estos pacientes, y posiblemente disminuir su umbral de
activacion conllevando asi a funciones alteradas en estas células y a la pérdida de la

tolerancia a autoantigenos.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar la expresion y localizacién de las proteinas tirosinas quinasas (PTKs) ZAP-70 y Syk
en balsas lipidicas de linfocitos T estimulados via TCR/CD3 y CD28, de pacientes con

LES.

Objetivos especificos

1. Evaluar la expresion de ZAP-70 en linfocitos T estimulados via TCR/CD3 y CD28,
de pacientes con LES y controles sanos mediante Western blot y microscopia

confocal.

2. Determinar la localizacion de ZAP-70 en las balsas lipidicas de linfocitos T
estimulados via TCR/CD3 y CD28, de pacientes con LES y controles sanos por

microscopia confocal.

3. Evaluar la expresion de Syk en linfocitos T estimulados via TCR/CD3 y CD28, de

pacientes con LES y controles sanos mediante Western blot y microscopia confocal.

4. Determinar la localizacién de Syk en las balsas lipidicas de linfocitos T estimulados
via TCR/CD3 y CD28, de pacientes con LES y controles sanos por microscopia

confocal.
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PACIENTES Y METODOS

Pacientes con LES y controles sanos

Los pacientes con LES fueron diagnosticados segun los criterios del Colegio
Americano de Reumatologia (ACR) (Tan y col., 1998). Estudiamos 21 pacientes con LES
con una edad promedio de 40 afos (entre 22-63 afios), de los cuales todos fueron de sexo
femenino. El promedio de duracion de esta enfermedad en estos pacientes fue de 9 afios
(entre 0,5-20 afos). El promedio del indice de actividad clinica del LES (SLEDAI) era de 2
(0-6). Al momento del estudio 19 de los pacientes eran tratados con prednisona 9,16 mg/dia
(5-25 mg/ dia) o una combinacién de glucocorticoides mas ciclofosfamida intravenosa (n=2)
con una dosis de 1 mg/dia azatioprina (n=4) con una dosis promedio de 112,5 mg cada 15
dias (entre 50 — 150 mg), drogas anti-malaricas (n=11) (hidroxicloroquina y cloroquina) con
una dosis promedio de 270 mg/dia (entre 150 — 500 mg/dia). Ademas estudiamos 26
controles sanos los cuales eran donantes voluntarios del Banco de Sangre del Hospital
Universitario de Caracas o personal del laboratorio, con una edad promedio de 34 afios
(entre 21-59 afios), donde 23 fueron de sexo femenino. La tabla 1 del apéndice se

encuentra un resumen de los datos recolectados de los controles y pacientes estudiados.

Aislamiento de linfocitos T de sangre periférica

Las células mononucleares de sangre periférica (CMSP) se aislaron a partir de 60
mL de sangre venosa heparinizada mediante centrifugacion en gradientes de Ficoll durante
30 minutos a temperatura ambiente a 400 x g. Para ello, se tomaron 30 mL de sangre y se
completaron hasta 40 mL con solucion salina y se colocaron lentamente sobre 10 mL de
Ficoll sin perturbar el gradiente. Luego de la centrifugacion, se aislo el anillo de células
mononucleares y éstas se lavaron tres veces con solucion salina mediante centrifugaciones
sucesivas de 10 minutos cada una. Los dos primeros lavados se realizaron a 400 xg y el

tercero a 250 x g. Se realiz6 el contaje de la poblacion celular en una camara de Neubauer.
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Paralelamente, los eritrocitos y demas células polimorfonucleares que quedaron en el
fondo del Ficoll se lavaron con 20 mL de solucion salina centrifugandose a 400 x g durante
10 minutos. Se elimind el sobrenadante y se diluyeron 1:4000 en medio RPMI para contar en
una camara de Neubauer.

Respetando una proporcion celular de 1:50, las CMSP se resuspendieron en un
volumen adecuado de una suspension de eritrocitos. La mezcla se incub6é durante 20
minutos a temperatura ambiente con una cantidad determinada de RossetteSep™ Human T
Cell Enrichment Cocktail que contiene anticuerpos anti-CD16, anti-CD19, anti-CD36, anti-
CD56, y anti-CD66b, a una concentracion de 50 yL/mL de la mezcla celular. Este cocktail
contiene anticuerpos que forman complejos tetraméricos con diversas células tales como
eritrocitos, LB, macréfagos y células dendriticas, permitiendo asi, aislar por seleccion
negativa los LT. Al cabo de este tiempo, se agregd el mismo volumen de una solucién de
buffer fosfato salino (BFS) 1X con 2% de suero fetal bovino (SFB). Posteriormente se realizé
un gradiente de densidad con Ficoll mediante centrifugacién a 400 x g durante 20 minutos.
Se recolectd el anillo celular correspondiente a LT. El anillo celular se lavé 3 veces con 10
mL de BFS 1X con 2% de SFB, cada uno a 400 x g durante 10 minutos. El bot6n celular
enriguecido en LT se resuspendié en 5 mL de Roswell Park Memorial Institute Medium
(RPMI) suplementado con 10% de SFB, 1% de L-glutamina y 2% de
estreptomicina/penicilina. Se procedié a contar el nUmero de LT y se determindé la viabilidad

celular por exlusion del azul de tripano en una cadmara de Neubauer.

Activacion de linfocitos T

Para entrecruzar los receptores TCR/CD3 de las LT durante su estimulacion in vitro
con el anticuerpo monoclonal (AcM) anti-CD3¢ (OKT3) utilizando el anticuerpo policlonal
(AcP) GAM (del inglés Goat Anti Mouse), se incubaron placas multipozo (placas de 6 pozos

para lisados de balsas lipidicas y 12 pozos para lisados celulares) de poliestireno durante
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toda la noche a 4 °C con GAM a una concentracion de 10 pg/mL diluido en buffer
bicarbonato pH 9,6 (0,25-1 mL/pozo). Al momento de su uso, la placa se lavé dos veces
con solucion salina isoténica para eliminar el anticuerpo no adherido al plastico.

2,5-10x10° LT se activaron durante diferentes tiempos con OKT3 a una
concentraciéon de 50 upg/mL y co-estimulados con el AcM anti-CD28 clon 28.1 a una
concentracion de 10 uyg/mL, en un volumen final de 0,5-1 mL de medio RPMI en placas de
cultivo tratadas con GAM. Las placas se colocaron en una incubadora a 37 °C con 5% CO»
y atmosfera humeda. Al cabo de los diferentes tiempos de estimulacion, se retiraron las

células de la placa y se detuvo la activacion afiadiendo 0,5 mL de medio RPMI frio.

Inmunofluorescencia directa e indirecta por citometria de flujo

Para evaluar la pureza de nuestra poblacion celular correspondiente a linfocitos T, se
analizé la expresion de diversas moléculas en la superficie celular, para ello se incubaron
0,5-1x10% CMSP o LT, con una diluciéon éptima del AcM no conjugado o conjugado a FITC
(del inglés fluorescein isothiocyanate) durante 30 minutos a 4 °C. Se realizaron 3 lavados
por centrifugaciones sucesivas a 400 x g con 1 mL de BFS 1X en presencia de 1% ASB
(albumina sérica bovina) y 0,02% azida s6dica a 4 °C. Las células pretratadas con el
anticuerpo no conjugado se incubaron durante 30 minutos a 4 °C con suero de cabra anti-Ig
de ratén conjugado con FITC. Después de 3 lavados con BFS 1X en presencia de 1%
ASB y 0,02% azida sédica, posteriormente, las células fueron resuspendidas en BFS 1X a 4
°C y posteriormente analizadas en un citémetro de flujo. Como control negativo para los
ensayos de inmunofluorescencia indirecta se utilizaron células marcadas con el suero de
cabra anti-lg de raton conjugado a FITC. Para los ensayos de inmunofluorescencia directa
las células fueron marcadas con una inmunoglobulina mdrida conjugada a FITC, del mismo
isotipo del AcM especifico. Las concentraciones de los anticuerpos utilizados se encuentran

especificadas en la Tabla 2 del apéndice.
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El citometro utilizado fue un CoulterEpics® XL (BeckmanCoulter, Inc. CA, EUA)
ubicado en el Instituto de Inmunologia perteneciente a la Facultad de Medicina de la
Universidad Central de Venezuela (UCV) bajo la supervision y colaboracion de la Lic. Perla

Chirinos.

Lisis de linfocitos T

Las suspensiones celulares previamente estimuladas o no, se centrifugaron a 13000
X g durante 20 segundos y el botén celular fue resuspendido inmediatamente en 10 pL de
buffer de lisis IGEPAL® al 1 % (nonil fenoxipolietoexiletanol). Este es un detergente no
ibnico que se utiliza para el aislamiento de complejos de membrana funcionales. Las
suspensiones fueron incubadas durante 15 minutos en hielo. Luego, se centrifugaron las
muestras a 13000 x g durante 10 minutos a 4 °C. Se separo la fraccion soluble al detergente
contenida en el sobrenadante y se le agregé 5 pL de buffer cargador 4x antes de congelarla

a—70 °C.

Inmunoblot

La tendencia en la investigaciéon de CMSP por la técnica de inmunoblot suele utilizar
un nuamero finito y constante de células en suspension, lo que corresponde a una carga
proteica estandar que permite evaluar la expresion de proteinas (Liossis y col., 1998; Enyedi
y col., 2001). Los lisados celulares almacenados (2,5-10x10°6 LT) a -70 °C fueron incubados
en bafio de Maria (100 °C) durante 5 minutos y centrifugados durante 15 segundos antes de
separarlos electroforéticamente en geles SDS-PAGE (7,5, 10 y 12%) hasta que llegaron al
frente de corrida a 100 V. Los geles fueron humedecidos en buffer de transferencia pH 8
para luego electrotransferirlos en frio a membranas PVDF (fluoruro de polivinilideno) durante
1 hora a 100 V. Las membranas PVDF fueron coloreadas durante 5 minutos con Ponceau S,

para estimar la eficiencia de la transferencia.

29



Las membranas PVDF fueron bloqueadas durante 1 hora con la solucion de bloqueo
A (leche descremada 3%, BFS y tween-20 0,1%) para AcM o la solucion de bloqueo B (leche
descremada 5%, buffer tris salino (BTS) y tween-20 0,05%) para AcP segun el anticuerpo a
utilizar (Tabla 3 del apéndice). Se incubé a continuacion el anticuerpo deseado diluido
adecuadamente en la misma solucién de bloqueo durante toda la noche a -4 °C, y
posteriormente durante 3 horas a temperatura ambiente. Se lavaron las membranas segun
los protocolos recomendados por las casas comerciales de los anticuerpos, y se incubaron
las mismas con el anticuerpo secundario especifico durante 1 hora a temperatura ambiente.
Nuevamente, las membranas PVDF fueron lavadas adecuadamente para eliminar el exceso
del anticuerpo secundario y se revelaron mediante quimioluminiscencia con SuperSignal®
West Pico.

Las peliculas radiogréficas fueron digitalizadas con el equipo Gel-Doc™ 2000 (Bio
Rad, USA) ubicado en el Laboratorio de Laboratorio de Mejoramiento Vegetal del Instituto
de Biologia Experimental (IBE) de la Universidad Central De Venezuela (UCV) con la
colaboracién de la Dra. Sandra Alva. La densidad de las bandas fueron cuantificadas (DO)

con el programa Image Lab (Bio Rad, USA).

Microscopia confocal

Laminas portaobjetos de 6 pozos fueron tratadas con una soluciéon 90% etanol y 1%
HCI durante 1 hora a temperatura ambiente. Luego se dejaron escurrir y secar, donde a cada
pozo se le anadié 50 uL de poli-L-lisina a 1 mg/mL. Se dejé secar la solucién durante toda la
noche a temperatura ambiente.

Los linfocitos T a ser estudiados fueron estimulados o no utilizando una proporciéon
1:2 de perlas paramagnéticas recubiertas con poliestireno que en su superficie tienen una
mezcla de anticuerpos monoclonales contra las moléculas de superficie CD3 y CD28

humano (Dynabeads® MagneticBeads CD3/CD28 T Cell expander). Se utilizaron estas
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perlas para simular una célula presentadora de antigeno.

Se centrifugaron las células en presencia de las perlas durante 1 minuto a 400 x g a
temperatura ambiente. Se agregaron 7,5x10* células conjugadas a las perlas a los pozos
respectivos, y se colocaron las laminas en una cdmara humeda a temperatura ambiente
durante 30 minutos. Las células se adhirieron a la superficie, y luego se procedié a colocar
cada ldmina en una incubadora a 37 °C y 5% CO. considerando desde este instante los
tiempos respectivos de estimulacion a evaluar. Inmediatamente, se agreg6 25 pL/pozo de
una solucion fresca de PFA al 6% diluido en BFS 1X durante 10 minutos a temperatura
ambiente. Los pozos fueron lavados 3 veces con 50 pL de solucion de lavado compuesto por
3% ASB y 10 mM HEPES diluido en BFS 1X.

Las células ya fijadas fueron permeabilizadas con 25 pL/pozo de Triton X-100 al 0,1%
diluido en BFS 1X durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se realizaron 3 lavados con
la solucién de lavado y uno con BFS 1X.

Para disminuir el grado de inespecificidad de los anticuerpos utilizados, se incub6
cada pozo con 20 pL de una dilucién 1/20 de suero de cabra en solucion de lavado durante
30 minutos. Luego, se lavaron las células 3 veces con solucion de lavado y se procedi6 a
incubarlas durante 30 minutos con 20 pL/pozo de concentraciones adecuadas de los
anticuerpos primarios pertinentes diluidos en solucién de lavado. Fueron lavadas 3 veces
con solucion de lavado y se incub6 durante 30 minutos en cadmara humeda oscura a
temperatura ambiente con el anticuerpo secundario diluido en la solucién de lavado
alcanzando una concentracion optima previamente establecida. Se realizaron 2 lavados con
solucion de lavado y 1 vez con BFS 1X. Las concentraciones de los anticuerpos utilizados se
encuentran en la Tabla 4 del apéndice.

Para preservar y proteger la fluorescencia de los anticuerpos conjugados se
agregaron 2 pL/pozo de Mowiol, se cubri6 la placa con un cubre objetos y se sellaron los

bordes con pintura de ufia transparente para mantener la humedad de la muestra. Las
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placas fueron almacenadas en cdmara humeda oscura en frio hasta el momento de su
andlisis en el microscopio confocal Olympus FluoView™ FV1000 Confocal Microscope en el
Instituto de Inmunologia de la Universidad Central de Venezuela, bajo la supervision y
colaboracion del Lic. Hector Rojas.

Para observar la fluorescencia verde (Alexa 488) indicando la expresién del
glangliésido GM1, que se encuentra enriquecido en las balsas lipidicas, se utilizo el laser de
Argon de 473 nm para excitar la preparacion y el canal de deteccion se ubic6 entre 520-580
nm. Para observar la fluorescencia roja (Cy3) indicando la expresion de Syk, el laser a
utilizar para excitar la preparacion fue el de Helio-Nedn de 559 nm y el canal de deteccion se
ubicé entre 567-622 nm. Para observar la fluorescencia azul (Alexa 647) indicando la
expresion de ZAP-70, se utilizd el laser de Helio-Nedn para excitar la preparacion a 635 nm
y el canal de deteccion se ubicOd entre 688-755 nm. La ganancia para cada uno de los
detectores fue ajustada al inicio de cada sesion para la lectura de cada experimento y se
mantuvo en ese valor hasta la culminacién de la sesion de lectura en el microscopio
confocal.

Para el analisis del co-marcaje, las imagenes fueron obtenidas de forma secuencial
barriendo la muestra primero con un laser y detectando la fluorescencia emitida por el
fluorocromo respectivo y posteriormente barriendo la muestra con el siguiente laser
detectando la fluorescencia del segundo fluorocromo, procediendo de la misma manera para
el tercer fluorocromo, evitando asi el solapamiento de las emision de los fluorocromos que
pudiera generar falsos positivos.

El andlisis de las imagenes obtenidas y de las células contenidas en ellas (se
considero en el analisis un minimo de 50 células por condicién), fue realizada con el software
gratuito disponible en linea Image J, version 1.6 de Wayne Rasband, National Intitutes of
Health (NIH), USA. Para ello, se convirtieron las imagenes a color a blanco y negro, se

selecciond cada célula en una misma imagen encerrandola en un circulo y se determiné el
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valor de la IMF (intensidad media de fluorescencia). El circulo fue arrastrado a la siguiente
célula y asi sucesivamente hasta poder abarcar todas las células que estaban contenidas en
la imagen (Figura 5). Paralelamante, comparamos estos resultados con el analisis obtenido
utilizando el software del equipo Olympus FluoView™ FV1000 Confocal microscope con la

finalidad de corroborar los resultados.

Figura 5. llustracion de la seleccidén de linfocitos T para determinar la IMF con el programa

Image J, NIH, USA.

La colocalizacién de las imagenes obtenidas fue determinada con el software Image
J, el cual analiza el grado de colocalizacién en la totalidad de la imagen en blanco y negro
para cada fluorocromo y comparamos estos resultados con los obtenidos utilizando el

software del equipo.

En el caso del analisis de la sinapsis inmunitaria, los valores de la IMF dentro de la
sinapsis (D) fueron realizados colocando un Ovalo alrededor de la region donde se
polarizaron las moléculas o en caso de que no ocurriera polarizacion en una mitad de la
célula, y fuera de la sinapsis (F) colocando un 6valo alrededor de la regiéon restante de la

célula. La IMF de cada 6valo fue determinada de manera independiente (Figura 6).
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Figura 6. llustracion de la determinacion de 'a IMF dentro (D) y fuera (F) de la sinapsis

inmunitaria en un linfocito T utilizando el programa Image J, NIH, USA.

Analisis Estadisticos

Para el analisis de variables continuas, donde se compararon las respuestas en
linfocitos T de controles y pacientes, se utilizd la prueba paramétrica t de Student de dos
colas para muestras no pareadas. Se utiliz6 la misma prueba de dos colas para
comparar las respuestas inducidas por la estimulacion dentro del mismo grupo de
observacion, pero en este caso para muestras pareadas.

La prueba ANOVA de una via fue utilizada para comparar las cinéticas de las
respuestas de los linfocitos T de controles sanos y pacientes con LES.

La prueba de Pearson Rr fue utilizada para evaluar la correlacién entre dos moléculas
colocalizadas o no en un mismo espacio fisico después de realizados los experimentos con
el Microscopio Confocal. EIl valor del coeficiente oscila entre 1 y -1, donde 1 indica
colocalizacion total, -1 indica exclusion total y O indica localizacién aleatoria de la
colocalizacion. Se utilizé un intervalo de confianza del 90%.

Para cada una estas pruebas, se consider6 como significativo una p<0,05.
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RESULTADOS

Pureza de linfocitos T obtenidos mediante la técnica de RossetteSep™ Human T Cell

Enrichment Cocktail, por citometria de flujo

Considerando que en este proyecto de investigacion evaluamos eventos de
sefalizacibn que ocurren en linfocitos T de sangre periférica, procedimos a aislarlos
utilizando un kit comercial RossetteSep™, el cual consiste en incubar CMSP con un cocktail
de anticuerpos y eritrocitos autélogos para eliminar por seleccion positiva las células no

deseadas a través de un gradiente de Ficoll.

Con la finalidad de evaluar la pureza de nuestra poblacion celular enriquecida en
linfocitos T, utilizamos la técnica de citometria de flujo la cual permite caracterizar
poblaciones celulares y determinar la expresion de moléculas de superficie e intracelulares.
Para ello, 0,5 x 10% LT fueron incubados con una dilucion éptima de anticuerpos
monoclonales conjugados o no a FITC (inmunofluorescencia directa o indirecta,
respectivamente). Dichos anticuerpos reconocen diversos marcadores expresados en la
superficie de las células mononucleares. Se utilizaron los anticuerpos anti-CD3 no conjugado
a FITC; anti-CD14, anti-CD20 y anti-CD68 conjugados a FITC. Como control negativo para
los ensayos de inmunofluorescencia indirecta (IFI) se utiliz6 una inmuglobulina murida
conjugada a FITC, del mismo isotipo del AcM anti-CD3, vy para los ensayos de
inmunofluorescencia directa (IFD) se utiliz6 un suero de cabra anti-lg de ratéon conjugado a

FITC (IgG2a).

En la figura 7A se muestra un diagrama de dispersién donde la zona de puntos mas
densa, regidon con menor tamafo y granularidad, corresponde a los LT. Arriba a la derecha
se ubica la region de los granulocitos, mientras que los monocitos se ubican entre ambas
zonas. Como control negativo para evaluar la inespecificidad dada por el anticuerpo

secundario, se evalué la reactividad/“background” del anticuerpo secundario GAM-FITC (Fig.
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7B) el anticuerpo reconoci6 el 1,66% de nuestra poblacién enriquecida en LT. Se utilizé el
AcM anti-CD3 para evaluar la pureza de LT. La molécula CD3 es un co-receptor que forma
parte del receptor de linfocitos T que permite acoplar el reconocimiento antigénico a eventos
de sefializacion intracelular. Como observamos en la figura 7C, se obtuvo una pureza de LT
de 83%. Al realizar el control de isotipo con IgG2a (Fig. 7D) se obtuvo una positividad de 2%.
Para determinar la presencia de linfocitos B, se utiliz6 el AcM anti-CD20. CD20 es una
molécula involucrada en la regulacion de la activacién y diferenciacion de los LB. Para
determinar la presencia de macrofagos, monocitos, neutrofilos, baséfilos y células NK se
utilizé el AcM anti-CD68, y ademas el AcM anti-CD14 para detectar la presencia de
monocitos y granulocitos. Los resultados muestran una contaminacién por células
mononucleares, en su mayoria linfocitos B (8%) (Fig. 7E), seguido de macréfagos,
monocitos, neutrofilos, baséfilos y células NK (1%) (Fig. 7G); y monocitos y granulocitos

(0,84%) (Fig.7F).
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Figura 7. Pureza de linfocitos T aislados de sangre periférica por la técnica de
RossetteSep™, analizados por citometria de flujo. Los LT fueron aislados a partir de
sangre periférica heparinizada utilizando el kit RossetteSep™. 0,5 x 10° LT por punto fueron
marcadas con diferentes combinaciones de anticuerpos que permiten identificar su fenotipo.
Las células fueron analizadas en un citdmetro CoulterEpics® XL. A. Diagrama de dispersion
de la muestra. El eje vertical indica la dispersion lateral (granularidad de las células),
mientras que el horizontal indica la dispersién frontal (tamafio). La zona de puntos densa
corresponde a la poblacién de LT. B. Histograma de células incubadas con el AcM anti-
GAM-FITC (control negativo IFI). C. Histograma de células incubadas con el AcM anti-CD3 y
anti-GAM-FITC como anticuerpo secundario. D. Histograma de células incubadas con el
AcM anti-lgG2a-FITC (control negativo IFD). E. Histograma de células incubadas con el
AcM anti-CD20-FITC. F. Histograma de células incubadas con el AcM anti-CD14. G.
Histograma de células incubadas con el AcM anti-CD68-FITC. EIl porcentaje de células

positivas para el marcador correspondiente se muestra en cada histograma.
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Expresion de ZAP-70 en lisados totales de linfocitos T estimulados via TCR/CD3-CD28,

de controles sanos y pacientes con LES mediante la técnica de Western blot.

La PTK ZAP-70 es una quinasa de la familia Syk, que es reclutada a los ITAMs
fosforilados de la cadena ¢ del complejo TCR/CD3, donde es fosforilada y activada,
fosforilando asi a un conjunto de moléculas cascada abajo, entre ellas, Cbl, SLP-76, Vav,
PLCyl y LAT, lo que conlleva a la formacién del signalosoma y posteriormente a la
activacion de la cascada de las MAPKs (Chu y col., 1998). En LT de pacientes con LES hay
una menor expresion de la cadena ¢ del complejo TCR/CD3 (Brundula y col., 1999), por lo
que ocurre un “recableado” de la sefalizacién via TCR/CD3 donde la cadena ¢ del complejo
CD3 es sustituida por FcRy, y ZAP-70 es a su vez sustituida por la PTK Syk (Krishnan y

col., 2008; Kyttaris, 2010).

Con la finalidad de evaluar la expresion de la PTK ZAP-70 por Western blot, en
lisados totales de LT de pacientes con lupus que acuden a la consulta de Reumatologia del
Hospital Universitario de Caracas, Yy controles sanos, procedimos a estandarizar las
condiciones Optimas para la determinacién de la expresién de esta proteina. Para ello,
evaluamos diferentes cantidades de células (2,5 — 10x10°), asi como concentraciones
variables del AcP anti-ZAP-70 y del GAR-HRP. Con estos experimentos pudimos determinar
la concentracion adecuada de los anticuerpos a utilizar (Tabla 3) y el nimero de células

apropiado para evaluar la expresion de esta molécula, 5x10° LT.

LT de sangre periférica fueron aislados con el kit RossetteSep™. 5x10° LT fueron
estimulados o no con 50 pg/ml OKT3 y 10 pug/ml anti-CD28, previamente determinadas en el
laboratorio como las concentraciones Optimas para la visualizacion de los eventos de
sefalizacion temprana a estudiar, en placas multipozo pretratadas con 10 pg/ml GAM. Los
LT fueron lisados con IGEPAL® al 1% y los clarificados celulares fueron corridos en geles

SDS-PAGE al 12% vy electrotransferidos en frio a membranas de PVDF. Se realizaron

38



inmunoblots con el AcP anti-ZAP-70 y el AcP anti-actina como control de carga. La

densidad optica (DO) de las bandas reveladas fue obtenida por densitometria de barrido.

En la figura 8A se muestra un inmunoblot representativo de lisados totales de LT de
un control sano y un paciente con LES donde ZAP-70 migra con un PMa (peso molecular
aparente) de 70 kDa. Su expresién incrementa proporcionalmente con el tiempo de
estimulacion, 5y 15 minutos, tanto en el control sano como en el paciente con LES, siendo a
su vez relativamente similar en el control y en el paciente en cada punto de estimulacion. La
expresion de la actina, una proteina que forma parte del citoesqueleto, utilizada como control
de carga proteica que migra con PMa de 45 kDa, fue similar en los lisados celulares del

control sano y del pacientes con LES.

En la figura 8B se corrobora la observacion anterior al graficar el promedio de la DO
de 14 experimentos de lisados totales de linfocitos T de controles sanos, donde la expresion
de ZAP-70 tiende a incrementar al estimular durante 5 minutos y mantenerse al estimular
durante 15 minutos, via TCR/CD3-CD28. Esta tendencia en la cinética de estimulacion del
control no fue estadisticamente significativa. En cuanto a los pacientes con LES evaluados
en 14 experimentos, el promedio de las DO no parecen variar con la estimulacion, y tampoco
se encontraron diferencias estadisticamente significativas al igual que al comparar las DO de

controles y pacientes en LT sin estimular y estimulados durante 5y 15 minutos.
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Figura 8. Expresion de ZAP-70 en lisados totales de linfocitos T estimulados o no por
la via TCR/CD3-CD28, de controles sanos y pacientes con LES, por inmunoblot. 5x108
LT fueron estimulados o no con 50 pg/ml de OKT3 y 10 pug/ml de anti-CD28, lisados con
IGEPAL® al 1% en presencia de inhibidores de proteasas y fosfatasas. Los lisados fueron
corridos en geles SDS-PAGE al 12 % vy electrotransferidos en frio a membranas PVDF. Las
membranas fueron incubadas con el AcP anti-ZAP-70 y el AcP anti-actina. A. Experimento
representativo de la expresion de ZAP-70 y actina en LT de un control sano y un paciente
con LES. B. Gréfica de las medias de las DO + ESM de la proteina que migra con PMa
similar a ZAP-70 (70 kDa).
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Expresion de Syk en lisados totales de linfocitos T estimulados via TCR/CD3-CD28, de

controles sanos y pacientes con LES mediante la técnica de Western blot.

Syk es una PTK citoplasmatica perteneciente a la familia Syk, que se encuentra
expresada en LB, mastocitos, neutrdfilos, macréfagos y plaquetas, siendo importante en la
transduccién de sefiales (Pamuk y Tsokos, 2010) iniciadas por inmunoreceptores, tales
como el BCR, receptores Fc y receptores de células NK. Esta quinasa se asemeja en
estructura y funcién a ZAP-70, compartiendo un 57% de homologia en su secuencia (Latour
y col., 1997). En LT de pacientes con LES ocurre un “recableado” de la sefalizacion via
TCR/CD3, donde la expresién disminuida de la cadena ¢ del complejo CD3 es sustituida por
el receptor Fcy, las cuales se asocian con ZAP-70 o Syk, respectivamente, para suplir la
transduccién de sefales cascada abajo (Brandula y col., 1999; Krishnan y col., 2008;

Kyttaris, 2010).

Con la finalidad de evaluar la expresion de la Syk por Western blot, en lisados totales
de LT de pacientes con lupus y controles sanos, procedimos a estandarizar las condiciones
Optimas para la determinacion de la expresion de esta proteina. Para ello, estudiamos
diferentes cantidades de células para realizar los lisados de LT (2,5 — 10x10°), asi como
concentraciones variables del AcM anti-Syk y GAM-HRP. Con estos experimentos pudimos
determinar la concentracién adecuada de los anticuerpos a utilizar (Tabla 3) y el nimero de

células apropiado para evaluar la expresion de esta molécula, 5x10° LT.

Linfocitos T de sangre periférica fueron aislados con el kit RossetteSep™. 5x10° LT
fueron estimulados o no con 50 pg/ml OKT3 y 10 pg/ml anti-CD28, previamente
determinadas en el laboratorio como las concentraciones Optimas para la visualizacién de
los eventos de sefializacién temprana a estudiar, en placas multipozo pretratadas con 10

pg/ml GAM. Los LT fueron lisados con IGEPAL® al 1% Yy los clarificados celulares fueron

41



corridos en geles SDS-PAGE al 12% y electrotransferidos en frio a membranas de PVDF.
Se realizaron inmunoblots con el AcM anti-Syk y el AcP anti-actina como control de carga.

La DO de las bandas reveladas fue obtenida por densitometria de barrido.

En la figura 9A se muestra un inmunoblot representativo de lisados totales de LT de
un control sano y un paciente con LES donde Syk migra con un PMa de 65 kDa. Su
expresion incrementa proporcionalmente con el tiempo de estimulacién, 5y 15 minutos en el
control sano, mientras que en el pacientes con LES parece mantenerse durante el tiempo de
estimulacion, siendo casi nula en LT sin estimular tanto del control como del paciente.
Ademas, la expresion de Syk es relativamente similar en el control y el paciente en cada
punto de estimulacion. La expresion de la actina, utilizada como control de carga proteica
gue migra con PMa de 45 kDa, fue similar en los lisados celulares del control sano y del

pacientes con LES.

En la figura 9B se corrobora la observacion anterior al graficar el promedio de la DO
de 14 experimentos de lisados totales de linfocitos T de controles sanos, donde la expresion
de Syk fue muy baja en LT no estimulados e incrementa progresivamente al estimular
durante 5y 15 minutos, via TCR/CD3-CD28. Esta tendencia en la cinética de estimulacion
del control fue estadisticamente significativa al comparar células no estimuladas y
estimuladas durante 5 (t Student, p=0,001) y 15 minutos (t Student, p=0,005). Al realizar un
ANOVA de una via para comparar la expresion de Syk en LT de controles con respecto a los
tiempos de estimulacion (0, 5 y 15 minutos) se obtuvo una diferencia estadisticamente

significativa (p=0,030).

En cuanto a la expresion de Syk en LT de pacientes con LES, en 14 experimentos
analizados figura 9B, observamos que el promedio de la DO en LT no estimulados fue muy
baja e incrementa considerablemente a los 5 minutos de estimulacion, presentando una

diferencia estadisticamente significativa (t Student, p=0,001). A los 15 minutos, la expresion
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de Syk disminuye ligeramente manteniéndose una diferencia estadisticamente significativa
con respecto a LT no estimulados (t Student, p=0,027). Al realizar un ANOVA de una via
para comparar la expresion de Syk en LT de pacientes con LES con respecto a los tiempos
de estimulacion (0, 5 y 15 minutos) se obtuvo una diferencia estadisticamente significativa

(p= 0,005).
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Figura 9. Expresion de Syk en lisados totales de linfocitos T estimulados o no por la
via TCR/CD3-CD28, de controles sanos y pacientes con LES, por inmunoblot. 5x10° LT
fueron estimulados o no con 50 pg/ml de OKT3 y 10 ug/ml de anti-CD28, lisados con
IGEPAL® al 1% en presencia de inhibidores de proteasas y fosfatasas. Los lisados fueron
corridos en geles SDS-PAGE al 12 % vy electrotransferidos en frio a membranas PVDF. Las
membranas fueron incubadas con el AcM anti-Syk y el AcP anti-actina. A. Experimento
representativo de la expresion de Syk y actina en lisados totales de LT de un control sano y
un paciente con LES. B. Gréfica de las medias de las DO + ESM de la proteina que migra

con PMa similar a Syk (65 kDa). Se utilizo el test t de Student de dos colas pareado, p<0,05.
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Evaluacién de la expresion de ZAP-70, Syk y GM1, en linfocitos T estimulados con
perlas conjugadas a anti-CD3/CD28, de controles sanos y pacientes con LES, por

microscopia confocal.

Con la finalidad de evaluar la expresion de Syk y ZAP-70 y su colocalizacion con el
gangliosido GM1 como marcador de las balsas lipidicas, estandarizamos las condiciones
Optimas para la visualizacion de estas moléculas en LT de controles sanos y pacientes con
LES. Para ello, 7,5x10* linfocitos T fueron incubados en una proporciéon 1:2 con perlas
paramagnéticas recubiertas de poliestireno que en su superficie tienen una mezcla
adecuada de anticuerpos monoclonales contra las moléculas de superficie CD3e y CD28
humano. Se agregaron las células conjugadas con las perlas a laminas multipozo
pretratadas con poli-L-lisina y fueron estimuladas o no a 37 °C y 5% CO; durante 0, 5y 15
minutos. Las células fueron fijadas y permeabilizadas e incubadas con los anticuerpos
primarios y secundarios pertinentes a concentraciones previamente estandarizadas (Tabla 4)
y por ultimo, se agregd Mowiol. Finalmente, las placas fueron almacenadas en camara

hameda oscura y posteriormente visualizadas en el microscopio confocal.

En la figura 10A, se muestran campos representativos de un experimento con LT de
un control sano y un paciente con LES, en presencia de las perlas estimuladoras, en la que
las imagenes fueron tomadas con DIC (del inglés differential interference contrast, contraste
de interferencia diferencial) para ubicar puntualmente a las células de interés. Estos campos
son los mismos que se muestran marcados con los diferentes fluorocromos (ver mas

adelante) identificando asi las moléculas a ser evaluadas (ZAP-70, Syk y GM1).

En la figura 10B, se muestran los mismos campos representativos de la figura 10A en
la que se puede observar la colocalizacion de las tres moléculas evaluadas (ZAP-70, Syk y
GM1) de manera simultdnea en LT de un control sano y un paciente con LES. En vista de

que estas imagenes son dificiles de analizar por la complejidad entre las interacciones de los
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tres fluorocromos, mas adelante se describen los resultados obtenidos en cuanto a la

expresion de cada molécula por separado y la colocalizacion entre pares de moléculas.
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Figura 10. Visualizacién de LT estimulados o no con perlas conjugadas a anti-
CD3/CD28, en un control sano y un paciente con LES, por microscopia confocal.
7,5x10* LT fueron incubados en una proporciéon 1:2 con perlas de poliestireno conjugadas
con anti-CD3/CD28, en laminas multipozo pretratadas con poli-L-lisina y estimuladas en una
incubadora a 37 °C y 5% CO; durante 0, 5 y 15 minutos. Las células fueron fijadas,
permeabilizadas e incubadas con los anticuerpos primarios y secundarios pertinentes. A.
Imagenes representativas de la ubicacion de los LT de un control sano y un paciente con
LES por DIC. B. Imagenes representativas de la colocalizacion entre ZAP-70, Syk y GM1,
en LT de un control sano y un paciente con LES. Los LT fueron inmunomarcados con anti-
ZAP-70 (15 pg/mL) con GAR-A647 (20 pg/mL) (azul), anti-Syk (50 pg/mL) con GAM-Cy3 (25
pug/mL) (rojo) y CTB-A488 (10 pg/mL) (verde). El circulo punteado indica una perla
representativa en la imagen.
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Expresion del gangliésido GM1 enriquecido en las balsas lipidicas, en linfocitos T
estimulados con perlas conjugadas a anti-CD3/CD28, de controles sanos y pacientes
con LES, por microscopia confocal

A través de la microscopia confocal es posible semi-cuantificar y por lo tanto
determinar la expresion relativa de moléculas en una muestra biolégica. Para la
cuantificaciéon de la expresibn de una molécula, es necesario tomar imagenes de la
fluorescencia emitida por los fluorocromos marcadores de la muestra, convertirlas a
imagenes en blanco y negro de 8 bit de resolucion y a partir de alli, con el uso de un
programa informético, cuantificar la intensidad media de la fluorescencia (IMF) de cada

fluorocromo.

Considerando que ZAP-70, entre otras numerosas moléculas como la cadena C del
TCR, Lck, Fyn, el complejo LAT/Grb2/SLP-76/Sos, requieren de su ubicacion y/o
translocacion a las balsas lipidicas para garantizar la transduccion de sefiales cascada
abajo, investigamos la localizacién de ZAP-70 y Syk, en estos microdominios de membrana,
conocidas como balsas lipidicas (Jury y col., 2007). En ellas, moléculas que intervienen en
la fase temprana de la sefializacion mediada por el TCR, se agrupan promoviendo la

formacion de plataformas de transduccién de sefiales cruciales para la activacion de los LT.

Se ha demostrado que las balsas lipidicas de LT de pacientes con LES poseen una
composicion alterada de moléculas que interrumpen vias de sefializacion intracelulares y
afectan la funcion de las mismas (Kabouridis y col., 1997; Zhang y col., 1998; Xavier y col.,
1998; Montixi y col., 1998; Kabouridis y col., 2005). Algunas de estas alteraciones son:
incremento en la expresion de FcRy, Syk, PLCy1, con una disminuciéon en la expresion de
Lck (Jury col., 2003; Jury y col., 2004; Krishnan y col., 2004; Kabouridis y col., 2008) y LAT

(Abdoel y col., 2012).

En la figura 11A, se muestran imagenes representativas de la expresion de GM1 en

LT de un control sano y un paciente con LES, inmunomarcados con CTB-A488
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(fluorescencia verde), ampliamente utilizado como un marcador de balsas lipidicas puesto
que el gangliosido se encuentra enriquecido en ellas. GM1 se localiza de manera periférica
e intracitoplasmatica en las células del control y el paciente, formando un anillo bien definido
y polarizdndose en algunas células al estimular via TCR/CD3-CD28 utilizando las perlas. En
el panel superior se pueden observar LT del control sano, donde la expresién de GM1
parece disminuir gradualmente con la estimulacion de las células. En el panel inferior, se
observa el mismo efecto de la estimulacion sobre LT del paciente con LES, en la cual el

GML1 tiende a disminuir con la estimulacion.

En la figura 11B, se muestra el promedio de la IMF obtenida del andlisis de 6
experimentos con controles sanos y 6 experimentos con pacientes con LES. Se pueden
corroborar las observaciones anteriores (Fig. 11A) donde tanto en controles como en
pacientes la expresion de GM1 tiende a disminuir con el incremento de los tiempos de
estimulacion, en mayor grado en LT de pacientes con LES que en LT de controles sanos.
Sin embargo, estas tendencias no fueron estadisticamente significativas ni al comparar la

IMF en controles versus pacientes en cada punto de estimulacion.

En las figuras 12A y B, respectivamente, se aprecia la grafica de los promedios de la
IMF dentro y fuera de la sinapsis simulada in vitro, en LT de controles sanos y pacientes con
LES. Esta observacion se logra encerrando en un évalo la region de la célula cuya IMF se
quiere determinar, bien sea dentro o fuera de la sinapsis conociendo como sinapsis la
region de contacto entre la célula y la perla, en este caso, con la finalidad de determinar si
ocurren cambios en la dinamica de la localizacion de las diferentes moléculas estudiadas.
En cuanto a GM1 dentro y fuera de la sinapsis, se observa que éste presenta la misma
cinética observada en la célula total, donde en controles y en pacientes, el GM1 tiende a

disminuir progresivamente con la estimulacion en ambas regiones, sin alcanzar diferencias
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estadisticamente significativas ni entre controles ni pacientes en cada tiempo de

estimulacion.
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Figura 11. Expresion de GM1 en linfocitos T estimulados o no con perlas conjugadas a
anti-CD3/CD28, en un control sano y un paciente con LES, por microscopia confocal.
7,5x10* LT fueron incubados en una proporciéon 1:2 con perlas de poliestireno conjugadas
con anti-CD3/CD28, en laminas multipozo pretratadas con poli-L-lisina y estimuladas en una
incubadora a 37 °C y 5% CO; durante 0, 5 y 15 minutos. Las células fueron fijadas,
permeabilizadas e incubadas con anti-ZAP-70 (15 pg/mL) con GAR-A647 (20 ug/mL), anti-
Syk (50 pg/mL) con GAM-Cy3 (25 pg/mL) y CTB-A488 (10 pg/mL). A. Iméagenes
representativas de la expresion de GM1 (verde) en LT de un control sano y un paciente con
LES. Las imagenes son producto de un barrido secuencial con los laseres de excitacion
pertinentes. Se utilizd el laser de Argdn de 473 nm y el canal de deteccion se ubic6 entre
520 - 580 nm. B. Gréfica del promedio de la IMF + ESM para GM1 obtenida con el
programa Image J al analizar un minimo de 50 células por condicion. El circulo punteado
indica una perla representativa en la imagen.
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Figura 12. Expresion de GM1 dentro y fuera de la sinapsis inmunitaria en linfocitos T
estimulados o no con perlas anti-CD3/anti-CD28, de controles sanos y pacientes con
LES. 7,5x10* LT fueron incubados en una proporcion 1:2 con perlas de poliestireno
conjugadas con anti-CD3/CD28, en laminas multipozo pretratadas con poli-L-lisina y
estimuladas en una incubadora a 37 °C y 5% CO; durante 0, 5 y 15 minutos. Las células
fueron fijadas, permeabilizadas y marcadas con anti-ZAP-70 (15 pg/mL) con GAR-A647 (20
pg/mL), anti-Syk (50 pg/mL) con GAM-Cy3 (25 pg/mL) y CTB-A488 (10 pg/mL). A. Gréfica
del promedio de la IMF £ ESM dentro de la sinapsis para GM1. B. Grafica del promedio de
la IMF + ESM fuera de la sinapsis para GM1. Un minimo de 50 células por condicién fue
analizado utilizando el programa Image J.
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Expresion de ZAP-70 en linfocitos T estimulados con perlas conjugadas a anti-

CD3/CD28, de controles sanos y pacientes con LES, por microscopia confocal

En la figura 13A, se muestra un experimento representativo donde se observa la
fluorescencia resultante del marcaje de LT con el AcP anti-ZAP-70 y el anticuerpo
secundario GAR-A647 (fluorescencia azul), de un control sano y un paciente con LES. ZAP-
70 parece localizarse en forma de un anillo en la periferia de las células y en algunas de
ellas el marcaje es también citoplasmatico. En el panel superior se muestra la expresién de
ZAP-70 en LT de un control sano, donde se puede apreciar que esta molécula no parece
variar su expresiéon con los diferentes tiempos de estimulacion, y al estimular ocurre una
ligera polarizacion de la molécula en algunas células. En el panel inferior, se muestra la
expresion de ZAP-70 en LT de un paciente con LES, donde en células estimuladas durante
5 minutos la expresion de ZAP-70 parece ser ligeramente mayor que en células no
estimuladas, volviendo a un nivel basal al estimular durante 15 minutos. De manera similar
a las células del control sano, al estimular via TCR/CD3-CD28, pareciera ocurrir una ligera
polarizacion de la molécula en algunas células. Al observar la fluorescencia correspondiente
entre el control y el paciente, pareciera que en células no estimuladas del paciente hay una

menor cantidad relativa de ZAP-70, al igual que a los 15 minutos de estimulacion.

En la figura 13B, se reflejan las observaciones anteriores, al analizar la expresion de
ZAP-70 por microscopia confocal, en LT de 6 controles sanos y 6 pacientes con LES. El
promedio de la IMF es relativamente similar en LT de controles sanos al incrementar los
tiempos de estimulacion, no mostrando diferencias estadisticamente significativas. El
promedio de la IMF incrementa levemente en los LT de pacientes con LES al estimular
durante 5 minutos, y disminuye a un nivel menor que el basal, sin embargo no se
encontraron diferencias significativas al comparar con las células no estimuladas. En linea

general, la expresion de ZAP-70 en controles y pacientes no sufri6 cambio alguno con la
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estimulacion ni hubo variaciones entre los grupos, es decir, controles versus pacientes en

cada tiempo de estimulacion.

En las figuras 14A y B, respectivamente, se aprecia la gréfica de los promedios de la
IMF dentro y fuera de la sinapsis simulada in vitro, en LT de controles sanos y pacientes con
LES. La IMF de ZAP-70 dentro y fuera de la sinapsis presenta una cinética similar a la
observada en la célula total, donde en controles la IMF de ZAP-70 no presenta cambios con
la estimulacibn en ambos compartimientos y por lo tanto no arroja diferencias
estadisticamente significativas. En pacientes con LES, tanto dentro como fuera de la
sinapsis, la IMF incrementa levemente al estimular durante 5 minutos, y disminuye a un
nivel cercano el basal, sin alcanzar diferencias significativas. Tampoco se encontraron
diferencias estadisticamente significativas al comparar controles versus pacientes en cada

tiempo de estimulacion dentro y fuera de la sinapsis.
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Figura 13. Expresion de ZAP-70 en linfocitos T estimulados o no con perlas
conjugadas a anti-CD3/CD28, en un control sano y un paciente con LES, por
microscopia confocal. 7,5x10* LT fueron incubados en una proporcién 1:2 con perlas de
poliestireno conjugadas con anti-CD3/CD28, en laminas multipozo pretratadas con poli-L-
lisina y estimuladas en una incubadora a 37 °C y 5% CO. durante 0, 5 y 15 minutos. Las
células fueron fijadas, permeabilizadas e incubadas con anti-ZAP-70 (15 pg/mL) con GAR-
A647 (20 pg/mL), anti-Syk (50 pg/mL) con GAM-Cy3 (25 ug/mL) y CTB-A488 (10 pg/mL).
A. Imagenes representativas de la expresion de ZAP-70 (azul) en LT de un control sano y
un paciente con LES. Las imagenes son producto de un barrido secuencial con los laseres
de excitacion pertinentes. Se utilizé el laser Helio-Ne6n de 635 nm y el canal de deteccion
se ubico entre 688 - 755 nm. B. Gréfica del promedio de la IMF + ESM para ZAP-70
obtenida con el programa Image J al analizar un minimo de 50 células por condicién. El
circulo punteado indica una perla representativa en la imagen.
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Figura 14. Expresion de ZAP-70 dentro y fuera de la sinapsis inmunitaria en linfocitos
T estimulados o no con perlas anti-CD3/anti-CD28, de controles sanos y pacientes con
LES. 7,5x10* LT fueron incubados en una proporcion 1:2 con perlas de poliestireno
conjugadas con anti-CD3/CD28, en laminas multipozo pretratadas con poli-L-lisina y
estimuladas en una incubadora a 37 °C y 5% CO; durante 0, 5 y 15 minutos. Las células
fueron fijadas, permeabilizadas e incubadas con anti-ZAP-70 (15 pg/mL) con GAR-A647 (20
pg/mL), anti-Syk (50 pg/mL) con GAM-Cy3 (25 pg/mL) y CTB-A488 (10 pg/mL). A. Gréfica
del promedio de la IMF + ESM dentro de la sinapsis para ZAP-70. B. Grafica del promedio
de la IMF = ESM fuera de la sinapsis para ZAP-70. Un minimo de 50 células por condicion
fue analizado utilizando el programa Image J.
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Localizacién de ZAP-70 en las balsas lipidicas de linfocitos T estimulados con perlas
conjugadas a anti-CD3/CD28, de controles sanos y pacientes con LES, por

microscopia confocal.

En la figura 15A, se muestran imagenes representativas de la colocalizacién entre
ZAP-70 y GM1, en LT de un control sano y un paciente con LES, en las que se puede
apreciar una coloracion verde-azulado indicando el comarcaje de ambas moléculas y
regiones donde solo hay ZAP-70 (azul) o GM1 (verde). En linea general, el comarcaje

pareciera ser similar en ambos grupos y no parece variar con la estimulacion.

En la figura 15B, se muestra la gréfica de la colocalizacién entre ZAP-70 y GM1 en
LT de 6 controles sanos y 6 pacientes con LES, medida como el coeficiente de correlacion
de Pearson Rr, donde mientras mas cercano 1 indica mayor colocalizacion y mientras mas
cercano a 0 indica que las moléculas se encuentran en espacios fisicos diferentes. En linea
general, el valor del coeficiente de correlacion de Pearson Rr es cercano a 0,5, es decir que
una mitad de las moléculas colocaliza con el GM1, localizandose dentro de las balsas, y la

otra mitad se encuentra fuera de las balsas lipidicas.

En los controles sanos, se observa una colocalizacién similar entre LT no estimulados
y estimulados durante 5 minutos, via TCR/CD3-CD28, la cual tiende a disminuir al estimular
durante 15 minutos, no encontrando diferencias estadisticamente significativas en esta
cinética (Fig. 15B). Por el contrario, en LT de pacientes con LES, en células no estimuladas
hay un menor nivel basal de moléculas colocalizando que en controles sanos, encontrando
una diferencia estadisticamente significativa (t Student, p=0,046). Al estimular durante 5
minutos, incrementa significativamente la localizacién de ZAP-70 en la balsa (t Student,
p=0,011), y ésta se mantiene al mismo nivel al estimular durante 15 minutos. Al aplicar
ANOVA de una via, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas para la
colocalizacion entre ZAP-70 y GM1 en LT de pacientes con LES al comparar la cinética entre

células no estimuladas y estimuladas durante 5 y 15 minutos.
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Figura 15. Colocalizacion entre ZAP-70 y GM1 en linfocitos T estimulados o no con
perlas conjugadas a anti-CD3/CD28, de controles sanos y pacientes con LES por
microscopia confocal. 7,5x10* LT fueron incubados en una proporcién 1:2 con perlas de
poliestireno conjugadas con anti-CD3/CD28, en laminas multipozo pretratadas con poli-L-
lisina y estimuladas en una incubadora a 37 °C y 5% CO. durante 0, 5 y 15 minutos. Las
células fueron fijadas, permeabilizadas e incubadas con anti-ZAP-70 (15 pg/mL) con GAR-
A647 (20 pg/mL), anti-Syk (50 pg/mL) con GAM-Cy3 (25 ug/mL) y CTB-A488 (10 pg/mL).
A. Imagenes representativas de la colocalizacion entre ZAP-70 (azul) y GM1 (verde) en LT
de un control sano y un paciente con LES. Las imégenes son producto de un barrido
secuencial con los laseres de excitacion pertinentes y la posterior superposicion de las
imagenes. B. Gréfica del promedio del coeficiente de correlacion de Pearson Rr + ESM
para ZAP-70 y GM1 obtenida con el programa Image J. Se utiliz6 el test t de Student de dos
colas pareado y con diferente varianza, p<0,05. Ademas, se utilizé la prueba ANOVA de una
via, p<0,05. El circulo punteado indica una perla representativa en la imagen.
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Expresion de Syk en linfocitos T estimulados con perlas conjugadas a anti-CD3/CD28,

de controles sanos y pacientes con LES, por microscopia confocal.

En la figura 16A, se muestra un experimento representativo donde se observa la
fluorescencia resultante del marcaje de LT con el AcM anti-Syk y el anticuerpo secundario
GAM-Cy3 (fluorescencia roja), de un control sano y un paciente con LES. Syk parece
localizarse en forma de un anillo en la periferia de las células y parece abarcar una porcion
citoplasméatica adosada o cercana a la membrana, agrupandose en polos en algunas
células del control y del paciente. En el panel superior se muestra la expresion de Syk en LT
del control sano, donde ésta parece incrementar a los 5 minutos de la estimulacion y caer
drasticamente a los 15 minutos. En los LT del paciente, Syk parece incrementar a los 5
minutos, al igual que en el control, y disminuir a los 15 minutos pero en una proporcion

menor a la del control.

En la figura 16B, se muestra una grafica del promedio de la IMF para Syk en 6
experimentos con LT de controles sanos y 6 experimentos con LT de pacientes con LES.
Al igual que en la figura 16A, se puede observar que en LT de controles y pacientes hay una
tendencia al incremento de Syk a los 5 minutos de estimulacion via TCR/CD3-CD28, la cual
disminuye a los 15 minutos, siendo mas marcada en los controles que en los pacientes. Las
cinéticas de expresion de Syk no mostraron diferencias estadisticamente significativas en
controles sanos ni en pacientes con LES. Sin embargo, alos 15 minutos de estimulacién se
obtuvo una diferencia estadisticamente significativa al comparar la expresién de Syk en LT

de los controles sanos versus los pacientes con LES (t Student, p=0,021).

En las figuras 17A y B, se muestran las graficas del promedio de la IMF para Syk
dentro y fuera de la sinapsis inmunitaria en 6 experimentos con LT de controles sanos y 6
experimentos con LT de pacientes con LES. Al igual que en la figura 16B, se puede
observar que tanto dentro como fuera de la célula, en LT de controles y pacientes hay una

tendencia al incremento de Syk a los 5 minutos de estimulacion via TCR/CD3-CD28, la cual
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disminuye a los 15 minutos, siendo mas marcada en los controles que en los pacientes,
encontrando diferencias estadisticamente significativas a los 15 minutos de estimulacion en
ambas regiones al comparar la expresion de Syk en LT de los controles sanos versus los
pacientes con LES (dentro de la sinapsis t Student, p=0,018; fuera de la sinapsis t Student,

p=0,014).
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Figura 16. Expresiéon de Syk en linfocitos T estimulados o no con perlas conjugadas a
anti-CD3/CD28, en un control sano y un paciente con LES, por microscopia confocal.
7,5x10* LT fueron incubados en una proporciéon 1:2 con perlas de poliestireno conjugadas
con anti-CD3/CD28, en laminas multipozo pretratadas con poli-L-lisina y estimuladas en una
incubadora a 37 °C y 5% CO; durante 0, 5 y 15 minutos. Las células fueron fijadas,
permeabilizadas e incubadas con anti-ZAP-70 (15 pg/mL) con GAR-A647 (20 pug/mL), anti-
Syk (50 pg/mL) con GAM-Cy3 (25 pg/mL) y CTB-A488 (10 pg/mL). A. Imagenes
representativas de la expresion de Syk (rojo) en LT de un control sano y un paciente con
LES. Las imagenes son producto de un barrido secuencial con los laseres de excitacion
pertinentes. Se utilizo el laser Helio-Nedn de 559 nm y el canal de deteccidn se ubicé entre
567 - 622 nm. B. Grafica del promedio de la IMF £ ESM para Syk obtenida con el programa
Image J al analizar un minimo de 50 células por condicién. El circulo punteado indica una
perla representativa en la imagen.
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Figura 17. Expresion de Syk dentro y fuera de la sinapsis inmunitaria en linfocitos T
estimulados o no con perlas anti-CD3/anti-CD28, de controles sanos y pacientes con
LES. 7,5x10* LT fueron incubados en una proporciéon 1:2 con perlas de poliestireno
conjugadas con anti-CD3/CD28, en laminas multipozo pretratadas con poli-L-lisina vy
estimuladas en una incubadora a 37 °C y 5% CO; durante 0, 5 y 15 minutos. Las células
fueron fijadas, permeabilizadas e incubadas con anti-ZAP-70 (15 pg/mL) con GAR-A647 (20
pg/mL), anti-Syk (50 pg/mL) con GAM-Cy3 (25 pg/mL) y CTB-A488 (10 pg/mL). A. Gréfica
del promedio de la IMF £ ESM dentro de la sinapsis para Syk. B. Gréfica del promedio de la
IMF + ESM fuera de la sinapsis para Syk. Un minimo de 50 células por condicion fue
analizado utilizando el programa Image J.
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Localizacién de Syk en las balsas lipidicas de linfocitos T estimulados con perlas
conjugadas a anti-CD3/CD28, de controles sanos y pacientes con LES, por

microscopia confocal.

En la figura 18A, se muestran imagenes representativas de la colocalizacién entre
Syk y GM1, en LT de un control sano y un paciente con LES, en las que se puede apreciar
una coloracion amarilla en algunas regiones puntuales indicando el comarcaje de ambas
moléculas, y regiones donde solo hay Syk (rojo) o GM1 (verde). En el panel superior, en LT
del control sano se puede apreciar un incremento en la colocalizacion al estimular durante 5
minutos, el cual cae drasticamente al estimular durante 15 minutos. En el paciente con LES
se aprecia la misma tendencia observada en el control, solo que a los 15 minutos la
colocalizacion disminuye en menor proporcion. Al observar las imagenes del control y el
paciente con LES al estimular a los 15 minutos se puede visualizar una marcada diferencia

en cuanto a la colocalizacion de las moléculas.

En la figura 18B, se muestra la gréfica de la colocalizaciéon entre Syk y GM1 en LT de
6 controles sanos y 6 pacientes con LES, medida como el coeficiente de correlacion de
Pearson Rr. En linea general, el valor del coeficiente de correlaciéon de Pearson Rr oscila
alrededor de 0,2 y 0,5, es decir que entre el 20 al 50% de las moléculas de Syk se localizan

en las balsas en un momento dado.

En los LT de controles sanos y pacientes con LES, se observa un aumento
estadisticamente significativo al estimular durante 5 minutos en comparacion con la
colocalizacion en células no estimuladas (controles t Student, p=0,002; pacientes t Student,
p=0,005). Posteriormente, a los 15 minutos de estimulacion via TCR/CD3-CD28, la
colocalizacion en controles y pacientes disminuyd alcanzando un nivel similar al basal en
controles, siendo menos marcado en pacientes, por lo que se encontr6 una diferencia
estadisticamente significativa solamente en pacientes al comparar con el nivel basal de

colocalizacion (t Student, p=0,036). Estas diferencias a los 15 minutos entre controles y
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pacientes arroja una diferencia estadisticamente significativa (t Student, p=0,034). Al aplicar
ANOVA de una via, solo se encontr6 diferencias estadisticamente significativas para la
colocalizacion entre Syk y GM1 en LT de pacientes con LES al comparar la cinética entre

células no estimuladas y estimuladas durante 5 y 15 minutos (p=0,036).
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Figura 18. Colocalizaciéon entre Syk y GM1 en linfocitos T estimulados o no con perlas
conjugadas a anti-CD3/CD28, de controles sanos y pacientes con LES por microscopia
confocal. 7,5x10% LT fueon incubados en una proporciéon 1:2 con perlas de poliestireno
conjugadas con anti-CD3/CD28, en laminas multipozo pretratadas con poli-L-lisina y
estimuladas en una incubadora a 37 °C y 5% CO; durante 0, 5 y 15 minutos. Las células
fueron fijadas, permeabilizadas e incubadas con anti-ZAP-70 (15 ug/mL) con GAR-A647 (20
pg/mL), anti-Syk (50 pg/mL) con GAM-Cy3 (25 pg/mL) y CTB-A488 (10 pg/mL). A.
Imagenes representativas de la colocalizacion entre Syk (rojo) y GM1 (verde) en LT de un
control sano y un paciente con LES. Las imagenes son producto de un barrido secuencial
con los laseres de excitacion pertinentes y la posterior superposiciéon de las imagenes. B.
Gréfica del promedio del coeficiente de correlacion de Pearson Rr £+ ESM para Syk y GM1
obtenida con el programa Image J. Se utilizo el test t de Student de dos colas pareado y con
diferente varianza, p<0,05. El circulo punteado indica una perla representativa en la imagen.
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Colocalizacién entre Syk y ZAP-70 en linfocitos T estimulados con perlas conjugadas

a anti-CD3/CD28, de controles sanos y pacientes con LES, por microscopia confocal.
En la figura 19A, se muestran imagenes representativas de la colocalizacién entre
Syk y ZAP-70, en LT de un control sano y un paciente con LES, en las que se puede
apreciar una coloracion purpura en algunas regiones puntuales indicando el comarcaje de
ambas moléculas, y regiones donde solo hay Syk (rojo) o ZAP-70 (azul). En el panel
superior, en LT del control sano se puede apreciar una colocalizaciéon similar en cada punto
de estimulacion siendo ligeramente menor a los 15 minutos. En el paciente con LES, la
colocacion parece incrementar a los 5 minutos y mantenerse a los 15 minutos. Al observar
las imagenes del control y el paciente con LES al estimular a los 15 minutos se puede

visualizar una marcada diferencia en cuanto a la colocalizaciéon de las moléculas.

En la figura 19B, se muestra la gréafica de la colocalizacion entre Syk y ZAP-70 en LT
de 6 controles sanos y 6 pacientes con LES, medida como el coeficiente de correlacion de
Pearson Rr. En linea general, el valor del coeficiente de correlacion de Pearson Rr oscila
entre 0,2 y 0,5, es decir que entre el 20 al 50% de las moléculas de Syk colocalizan con

ZAP-70 en un momento dado.

En los LT de controles sanos se observa una colocalizaciéon similar en cada uno de
los tiempos de estimulacion, siendo ligeramente menor al nivel basal a los 15 minutos de
estimulacion. Esta tendencia no fue estadisticamente significativa. En los LT del paciente,
se observa una tendencia al incremento al estimular durante 5 minutos, manteniendo un
nivel similar al estimular durante 15 minutos via TCR/CD3-CD28, lo cual no alcanz6
significancia estadistica. Sin embargo, a los 15 minutos se encontré una diferencia
estadisticamente significativa al comparar la colocalizacién de Syk y ZAP-70 en controles

versus pacientes (t Student, p=0,018).
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Figura 19. Colocalizacion entre Syk y ZAP-70 en linfocitos T estimulados o no con
perlas conjugadas a anti-CD3/CD28, de controles sanos y pacientes con LES por
microscopia confocal. 7,5x10* LT fueron incubados en una proporcién 1:2 con perlas de
poliestireno conjugadas con anti-CD3/CD28, en laminas multipozo pretratadas con poli-L-
lisina y estimuladas en una incubadora a 37 °C y 5% CO. durante 0, 5 y 15 minutos. Las
células fueron fijadas, permeabilizadas e incubadas con anti-ZAP-70 (15 pg/mL) con GAR-
A647 (20 pg/mL), anti-Syk (50 pg/mL) con GAM-Cy3 (25 ug/mL) y CTB-A488 (10 pg/mL).
A. Imagenes representativas de la colocalizacién entre Syk (rojo) y ZAP-70 (azul) en LT de
un control sano y un paciente con LES. Las imgenes son producto de un barrido
secuencial con los laseres de excitacion pertinentes y la posterior superposicion de las
imagenes. B. Gréfica del promedio del coeficiente de correlacién de Pearson Rr + ESM para
Syk y ZAP-70 obtenida con el programa Image J. Se utilizo el test t de Student de dos colas
con diferente varianza, p<0,05. El circulo punteado indica una perla representativa en la
imagen. El circulo punteado indica una perla representativa en la imagen.
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DISCUSION

El lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad autoinmunitaria que se
manifiesta predominantemente en el género femenino. Su etiologia es desconocida y esta
caracterizada por la produccion de altos niveles de autoanticuerpos contra un grupo muy
diverso de autoantigenos producto de la ruptura de la tolerancia inmunitaria a antigenos
propios (Morrow y col., 1999), conllevando al dafio de tejidos, multiples 6érganos como rifidn
y corazén; y sistemas (nervioso y hematopoyético), producto de la interaccion entre
aberraciones del sistema inmundlogico, factores hereditarios, hormonales y ambientales

(Crispin y col., 2010).

Desde los afios 90 se ha descrito que en pacientes con LES existen anomalias en la
respuesta inmunitaria a autoantigenos y numerosas evidencias sugieren que defectos en
vias de sefalizacion mediadas por el receptor de antigeno de linfocitos T (TCR/CD3) pueden
contribuir con la ruptura de la tolerancia inmunitaria en pacientes con lupus, siendo los
linfocitos T determinantes en el mantenimiento de la tolerancia periférica a antigenos
propios (Dayal y Kamer, 1996; Tsokos y Liossis, 1999; Blasini y Rodriguez, 2004); asi como,
su cooperacion con las células B para la proliferacion, diferenciacion y produccion de
anticuerpos contra antigenos timo-dependientes; induccion de la proliferacion de otros LT a
través de la liberacién de citoquinas como IL-2; activacion de macréfagos y células NK a
través de la liberacion de diversas citoquinas; IFN-y e IL-2; induccién de la actividad
citotdxica de células NK y LT citotéxicos; y actividad reguladora sobre células B, monocitos,
macrofagos, fibroblastos, entre otros. Es por ello que el tema de la sefializacién intracelular
que ocurre en los LT ha sido tan ampliamente estudiado.

Considerando que los LT ejercen un papel crucial en el desarrollo de la respuesta

inmunitaria, y que son el foco de estudio de nuestra investigacion, a continuacion
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procederemos a describir algunos eventos de sefializacion cruciales que ocurren en estos

linfocitos.

La activacion de las células T virgenes es uno de los pasos mas importantes en el
desarrollo de una respuesta inmunolégica efectiva frente a antigenos proteicos, y por tanto,
requiere ademas del complejo TCR/MHC, correceptores y moléculas accesorias en la
superficie de la célula T con sus correspondientes ligandos en la célula presentadora de
antigenos (CPA) (Broere y col., 2011), cuyo ligado desencadena el agrupamiento de otras
moléculas del TCR a la superficie celular, junto con otros componentes de sefializacion
cascada abajo. Las moléculas CDS3, las cuales incluyen varias proteinas transmembrana,
son parte de este complejo de sefializacion. Estas poseen dominios intracitoplasmaticos que
contienen motivos de activaciéon basados en tirosina (ITAMs) (Samelson y col., 1986;
Letourneur y Klausner, 1992). El entrecruzamiento del TCR dispara la fosforilacién de los
motivos ITAMs por diversas proteinas tirosina quinasa (PTKs) de la familia Src, Lck y Fyn
(Chu y col., 1998), los cuales constituyen puntos de anclaje o asociacion para ZAP-70, una
quinasa de la familia Syk, que es reclutada mediante sus dominios SH2 a los ITAMs
fosforilados, y ésta a su vez fosforila a un conjunto de moléculas cascada abajo, entre ellas,
Cbl, SLP-76, Vav, PLCy1 y LAT (Chu y col., 1998). Estos eventos de transduccion de
sefales traen como consecuencia, la activacion del complejo Ca?'/calcineurina y vias de
sefializaciébn mediadas por Ras, y finalmente la activacién y translocacion de factores de
transcripcién al nicleo dando lugar a la transcripcion de genes que participan en procesos
de proliferacion, diferenciacion, activacion y/o maduracién de células T o apoptosis (Mindy y

col., 2008).

Existen mdltiples evidencias que demuestran que la transduccién de sefales a
través del TCR se encuentra alterada en LT de pacientes con LES, entre ellos, se ha

descrito una regulacién defectuosa de quinasas clave que intervienen en las primeras etapas
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de activacién del TCR (Blasini y Rodriguez, 2004), donde particularmente nuestro equipo de
investigacion y otros investigadores han demostrado un patron anormal de proteinas
fosforiladas en tirosina (Blasini y col., 1998; Liossis y col., 1998; Matache y col., 1996),
ademas de un aumento en la actividad quinasa de Fyn que no fue observado para otras
PTKs como Lck y ZAP-70, y una menor expresion de Fyn y Lck; asi como una expresion
disminuida de la cadena ¢ (Brundula y col., 1999); aumento en la polimerizacién de actina y
flujo anormal de Ca?' intracelular (Krishnan y col., 2008; Vassilopoulos y col., 1995);
hiperpolarizacion mitocondrial que subyacen procesos de apoptosis incrementada y
sobreexposicion a antigenos propios (Perl y col., 2004). Por el contrario, no se observaron
diferencias al estudiar la actividad fosfatasa de CD45 en linfocitos T no estimulados y
estimulados via TCR/CD3 (Blasini y col., 1998).

En este sentido, dado los defectos mencionados en la expresion de la cadena ¢ en
linfocitos T de pacientes con LES (Brundula y col., 1999), Krishnan y col., reportaron que en
estos pacientes ocurre un “recableado” de la sefializacién via TCR/CD3 donde la cadena ¢
del complejo CD3 es sustituida por el receptor Fcy (FCRy) que se asocia con CD3¢g, y por
ende ZAP-70 es a su vez sustituida por la PTK de la familia Syk citoplasmatica del bazo de
72 kDa (Syk) (Krishnan y col., 2008; Kyttaris, 2010). FcRy es homélogo en forma y funcién a
la cadena ¢ del CD3, aunque esta ultima tiene tres dominios ITAMs mientras que FcRy sélo
tiene uno (Crispin y col., 2008; Grammatikos y Tsokos, 2012). La sefalizacion a través de
este “recableado del TCR” se presume que es mas fuerte debido a este dueto alternativo
FcRy/Syk, que es enzimaticamente 100 veces mas potente que la via canénica CD3{/ZAP-
70 (Oliver y col.,, 1944; Krishnan y col.,, 2003). Una consecuencia directa de este
reensamblaje del TCR, podria ser la regulacion defectuosa de quinasas clave que
intervienen en las primeras etapas de activaciéon del TCR (Blasini y Rodriguez, 2004).

Krishnan y col. encontraron que la transfeccion de la cadena FcRy dentro de los LT amplifica
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eventos de sefializacion del TCR en una manera Syk quinasa dependiente y puede asi

imitar la sefalizacion anormal de LT de pacientes con LES (Krishnan S. y col., 2004).

Sobre la base de los hallazgos antes descritos, en este proyecto de investigacion nos

hemos dedicado a estudiar algunos aspectos relacionados con las PTKs ZAP-70 y Syk.

Como mencionamos anteriormente, ZAP-70 es una proteina tirosina quinasa
citoplasmética que pertenece a la familia Syk y se expresa en células T y en células NK.
Esta proteina juega un papel critico en los eventos involucrados en el inicio de la respuesta

de los LT mediante el TCR (Wang y col., 2010).

Syk es una proteina tirosina quinasa citoplasmatica perteneciente a la familia Syk,
gque se encuentra expresada en células B, mastocitos, neutréfilos, macréfagos y plaquetas,
siendo importante en la transduccién de sefiales iniciadas por inmunoreceptores, tales como
el receptor de células B (BCR), receptores Fc y receptores de células NK (Pamuk y Tsokos,
2010). Particularmente, el ligado del BCR inicia la fosforilacion de los motivos ITAMs por
parte de las PTKs de la familia Src, Lyn, Fyn, BIk y Lck, (Taniguchi y col., 1991), donde la
PTK Syk es reclutada posteriormente mediante sus dominios SH2 a los ITAMs fosforilados,
conllevando asi a su activacion. Ademas, Syk es necesaria para la fosforilacion de multiples
proteinas, entre ellas a SLP-65 o BLNK, BTK, PLCy2, Vav y Cbl, que regulan importantes
rutas tales como flujo de Ca?* y la activacion de la cascada de las MAPKs (Fu y col., 1998;
Chiu y col., 2002; Koretzky y col., 2006; Groesch y col., 2006). Takata y col., (1994),
demostraron que la deficiencia de Syk suprime la fosforilacién de PLCy2, resultando en la
pérdida de la generaciéon de IP3, y en consecuencia, la movilizacion de Ca?* bajo la
estimulacion del receptor. Por su parte, Chen y col., (1995) demostraron que la mutacion de
Syk bloquea la diferenciacién de LB por la interrupcion de la sefalizacion a través del

complejo pre-BCR y de este modo, impide la expansion clonal, y la maduracion de células
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pre-B; indicandonos que esta proteina es esencial para la diferenciacion y maduracion de

LB.

La estructura de ZAP-70 y Syk se encuentra altamente conservada; desde el amino
terminal al extremo carboxilo poseen: 1, dos dominios SH2 que comparten 57% de
similitudes en su secuencia tandem, los cuales se unen a dominios ITAMs fosforilados; 2,
una region adaptadora de 80 a 110 aminoacidos, postulado por unir y reclutar efectores
celulares; 3, un dominio catalitico, incluyendo sitios de unién de ATP y fosforilacion de
tirosina; y 4, una extensién carboxilo terminal que posee una funcion adn no determinada

(Latour y col., 1997).

Evidencias genéticas han confirmado que quinasas de la familia Syk son esenciales
para la sefializacion del TCR en linfocitos T maduros. Particularmente, se ha descrito que la
inmunodeficiencia combinada severa (SCID del inglés severe combined immunodeficiency)
es causada por la ausencia de la proteina ZAP-70. Esta disminucion viene dada por la
pérdida transcripcional del marco de lectura o varias mutaciones por insercién que resulta en
una proteina desestabilizada (Elder y col., 1994).

Actualmente, el papel mas reconocida de Syk es su importancia como promotor de la
supervivencia celular en numerosos tipos de células cancerigenas que van desde leucemia a
retinoblastoma que han despertado considerable interés en esta proteina como diana para la
generacién de nuevos medicamentos contra el cancer (Geahlen, 2014). De hecho, se ha
postulado que esta molécula es un eficaz modulador del crecimiento de células epiteliales y

un supresor potencial de tumores en carcinomas de seno humano (Coopman y col., 2000).

Ademas, funciones anOmalas de Syk han sido asociadas con enfermedades
autoinmunitarias y alérgicas (Pamuk y Tsokos, 2010). Fleischer y col., (2014) consiguieron
que los LB de memoria de pacientes con LES tienen una mayor expresion de Syk en

comparacion con LB virgenes. Por su parte, como se mencion6 anteriormente, la activacion

72



optima de Syk, requiere la activacion previa de diversas PTKs, particularmente, Flores-Borja
y col., (2005) reportaron que una de estas PTKs, Lyn tiene una expresion disminuida en LB
de pacientes con LES debido a una mayor ubiquitinacion de esta proteina, y una menor
translocacion de ésta a regiones conocidas como balsas lipidicas (comentadas mas
adelante). Dicha alteracion de Lyn conlleva a una produccién incrementada de

autoanticuerpos anti-ADNdc y aumento en la produccion de IL-10.

Por estos motivos, estudios preclinicos apuntan a que la inhibicion de Syk puede ser
de importancia terapéutica en el tratamiento de artritis reumatoide, y otras formas de artritis,
asi como LES, citopenias autoinmunes, injuria de Organos asociada a trasplante y
procedimientos de revascularizacion. De hecho, se han desarrollado diferentes inhibidores
de Syk, por ejemplo, R788 (fostamatinib), que se encuentra en fase 2 para artritis
reumatoide, el cual parece inhibir la actividad de la enfermedad, sin embargo, genera efectos
adversos como hipertensiéon y neutropenia (Weinblatt y col., 2010). Adicionalmente, el
tratamiento con R788 en ratones propensos al lupus MRL/Ipr y BAX/BAK no sélo previenen
el desarrollo de patologias renales y de piel sino que sirve como tratamiento de la
enfermedad (Deng y col.,, 2010); igualmente, la administracion a largo plazo (24-34
semanas) de R788 en ratones NZB/NZW antes y después de la apariciéon de los sintomas
resulté en un retraso en la disfuncion renal y proteinuria, disminucion de la infiltracion renal y
supervivencia prolonganda (Bahjat y col., 2008). Ademas, R112 otro potente inhibidor de
Syk formulado para uso intranasal, causa una rapida mejoria de la inflamacion de las vias

respiratorias e inhibe en poco tiempo la activacion de mastocitos (Metzel y col., 2005).

Trabajos realizados en nuestro laboratorio demostraron que en linfocitos T no
estimulados de pacientes con LES ocurre un acoplamiento anormal a Grb2 de proteinas
fosforiladas en tirosina, como c-Cbl encargado de ubiquitinar diversas proteinas para su

degradacion proteasomal, y una disminucion en la union de Sos a Grb2 en células T sin
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estimular y estimuladas de pacientes con LES al comparar con controles sanos y controles
inflamatorios de la enfermedad (Cedefio y col., 2003; Cifarrelli, 2003). El acoplamiento de
Sos a Grb2 es importante para la formacién del complejo ZAP-70/Grb2/Sos que es reclutado
hacia la membrana por interaccion con LAT una vez que ésta es fosforilada en tirosina por
ZAP-70. Sos es indispensable para la activacion de Ras y el disparo de la cascada
Ras/Raf/ERK. Por otra parte, se observo una disminucién en la expresion y una localizacion
disminuida de LAT dentro de las balsas lipidicas y en la sinapsis inmunologica de células T

activadas via TCR/CD3 de pacientes con lupus (Abdoel y col., 2012).

Considerando que el bloqueo de la activacion de p21s en células T CD4* conlleva a
un estado de anergia en estas células (Fields y col., 1996; Li Wei y col., 1996) y que los
linfocitos T autorreactivos de pacientes con LES escapan de la tolerancia periférica al no
mantenerse aneérgicos ante la estimulacién con autoantigenos, en nuestro laboratorio se
decidi6 investigar la actividad de las MAPKs ERK1/ERK2 como medida distal del grado de
activacion de p21™ (Cifarelli, 1999, Cedefio y col, 2003). Se encontré que estas proteinas
tienen una actividad quinasa disminuida en pacientes con LES al coestimular los linfocitos T
por la via TCR/CD3 y la PKC. Sin embargo, la estimulacién Unica de la PKC, indujo niveles
de doble fosforilacion de las MAPKs ERK1/ERK2 similares entre controles sanos y
pacientes con LES. Esto sugiere que la capacidad intrinseca de las MAPK de ser
doblemente fosforiladas como también su actividad quinasa no se encuentra alterada en los
linfocitos T de los pacientes y que algunas alteraciones ya descritas y/o aln desconocidas,
en eventos tempranos de la sefializacion via TCR/CD3, podrian estar generando una

activacion defectuosa de ERK1 y ERK2.

En resumen, en nuestro laboratorio se reportdé una actividad quinasa disminuida de
ERK1/ERK2 en LT de pacientes con LES (Cedefio y col., 2003). Previamente, nuestro grupo

de investigacién habia reportado una expresion disminuida de la cadena ¢ del complejo CD3
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del TCR y un patrén alterado de moléculas fosforiladas en tirosina (Brundula y col., 1999).
Estos hallazgos condujeron a la observacién de que existia un acoplamiento anormal del
complejo Grb2/Sos (Cedefio y col., 2003; Cifarelli, 2003), y posteriormente a que habia una
disminucion en la localizacion de LAT en las balsas lipidicas lo que pudiera afectar la
formacion del signalosoma (Abdoel y col., 2012), crucial para la transducciéon de sefiales
hacia las MAPKs, sefiales éstas que determinan el destino de la célula (proliferacion,
diferenciacién, apoptosis). Otros investigadores reportaron que la cadena ¢ del complejo
CD3 asociada a ZAP-70 es sustituida por el FcRy asociado a Syk (Enyedi y col., 2001).
Conforme con estos hallazgos, nos hemos planteado que posibles alteraciones en la
expresion y/o translocacion de ZAP-70 y/o Syk a las balsas lipidicas pudieran contribuir con
el estado de hiperestimulacién observado en LT de pacientes con LES promoviendo asi la

ruptura de la tolerancia periférica a autoantigenos.

Para el estudio de los LT de controles sanos y pacientes con LES, aislamos estas
células a partir de sangre venosa heparinizada utilizando gradientes de Ficoll y el kit
comercial RossetteSep™, una mezcla de anticuerpos que permite purificar LT por seleccion
negativa junto con eritrocitos autlogos. Mediante la técnica de citometria de flujo
determinamos la pureza de nuestra poblacion de LT, la cual fue de 83 %, ajustandose al

valor esperado descrito en el inserto del kit (80-95%).

Con el fin de estudiar la expresion de Syk y ZAP-70 mediante la técnica de Western
blot en LT de controles sanos y pacientes con LES, nos dimos a la tarea de estandarizar el
namero de LT tal que pudiésemos observar una buena sefial para ambas moléculas.
Establecimos que con lisados de 5x10° de LT observdbamos sefial de ambas proteinas por
esta técnica. LT de controles sanos y pacientes con LES fueron estimulados via TCR/CD3-

CD28 durante 5 y 15 minutos en placas de poliestireno.

75



Como se menciond anteriormente, la interaccion del LT con la CPA, promueve la
activacion de Lck fosforilando los motivos ITAMs de las cadenas intracitoplasméticas del
complejo CD3. Una vez que han sido doblemente fosforiladas, éstas promueven el
reclutamiento de ZAP-70 mediante sus dominios SH2, dando lugar a su activacién por
fosforilacion del residuo tirosina, el cual esta localizado en el lazo de activacion del dominio
catalitico (Chan y col., 1995), resultando, de esta manera, en la fosforilacién/activacion de
otras proteinas y el reclutamiento de adaptadores, los cuales orquestan la cascada de

sefalizacién cascada abajo (Wang y col., 2010).

Al evaluar la expresion de ZAP-70 en lisados totales de LT estimulados via
TCR/CD3-CD28, mediante ensayos de Western blot, observamos que en controles sanos
hubo una tendencia al incremento en la expresion de ZAP-70 al estimular durante 5 minutos,
indicando que posiblemente nuevas moléculas de ZAP-70 son sintetizadas producto de la
estimulacion (Wang vy col., 2010). Posteriormente, su expresion cae ligeramente a los 15
minutos, quedando por encima del nivel basal. A pesar de que dichas tendencias no fueron
estadisticamente significativas, este hecho apunta a que pudiese estar ocurriendo un
recambio de ZAP-70 al estimular las células de los controles sanos durante tiempos mas
prolongados. Por otra parte, en pacientes con LES la expresion de esta proteina fue similar
en cada uno de los tiempos de estimulacion evaluados, posiblemente producto del
recableado del TCR/CD3 donde la célula no requiere de mas moléculas de ZAP-70 para
cumplir la fosforilacion de moléculas cascada abajo puesto que esta funcién estd mas
relacionada con el dueto FcRy-Syk que con CD3(-ZAP-70 (Enyedy y col., 2001; Krishnan y
col.,, 2003; Nambiar y col., 2003). Estos potenciales hallazgos deben ser confirmados
aumentando el numero de experimentos con la finalidad de observar si estas diferentes

respuestas muestran significancia estadistica.
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La siguiente molécula cuya expresion fue evaluada por la técnica de Western blot fue
Syk. ZAP-70 y Syk, son las Unicas dos PTKs pertenecientes a la familia Syk que han
superpuesto y ejercen distintas funciones en la sefalizacion intracelular a través de
inmunoreceptores como el BCR y el FcRy (Wang y col., 2010). La activacion del receptor,
promueve la fosforilacién de los ITAMs por varias PTKs, y en consecuencia, el posterior
reclutamiento y activacion de Syk a través de interacciones mediante sus dominios SH2 que
disparan a su vez, la activacion de quinasas y de sefiales cascada abajo (Pamuk y Tsokos,

2010).

Uno de los hallazgos mas relevantes encontrados en nuestra investigacion involucra
la expresion de Syk en LT estimulados via TCR/CD3-CD28, donde logramos observar que al
estimular durante 5 minutos se produjo un aumento significativo en la expresion de Syk en
LT de pacientes con LES y controles sanos, la cual se mantiene al comparar con el nivel
basal de expresiébn de esta proteina. A este respecto, cabe sefialar que este resultado
concuerda con la expresion similar de ZAP-70 por Western blot en pacientes con LES antes
descrita y con los hallazgos reportados por Krishnan y col. (2003), entre otros (Enyedy y col.,
2001; Nambiar y col., 2003) referente a la mayor expresién de la dupla FcRy/Syk vs

CD3¢/ZAP-70.

Debemos resaltar que no esperdbamos encontrar niveles significativos de Syk en LT
de controles sanos puesto que, segun la literatura, su expresion es mucho mas marcada en
LB (Takata y col., 1994; Kurosaki y col., 1994). Ademas, Krishnan y col., (2008) muestran
gue en LT de controles sanos la expresion de Syk es relativamente baja con respecto a LT
de pacientes con LES. No obstante, Chan y col., (1994) reportaron, hace mas de una
década, que Syk y ZAP-70 desempefian diferentes funciones en subtipos de células T dada
la flexibilidad de la sefializacién a través del TCR en diferentes contextos inmunolégicos,

donde se ha observado que puede ocurrir un simple “switch” o intercambio entre la
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utilizacion de Syk o ZAP-70 por el TCR (Chan y col., 1994). Por ejemplo, en el timo Syk
muestra una alta expresion en timocitos y posteriormente sufre una regulacién negativa en
respuesta a sefales inducidas por el pre-TCR, mientras que ZAP-70 aparece mas tarde
durante la transicion de CD4* CD8" a CD4+ o CD8+, una etapa en que la sefializacion a
través de la cadena ¢ del TCR es requerida (Chan y col., 1994). En la periferia, los LT
virgenes y LT de memoria en ratones y humanos expresan grandes cantidades de ZAP-70 y
bajas cantidades de Syk. Ademas, LT CD4* efectores activados in vitro poseen una mayor
expresion de Syk y muestran una mayor asociacién con el TCR a través de FcRy comparada

con ZAP-70 (Krishnan y col., 2003).

En el mismo orden de ideas, considerando que ZAP-70, entre otras numerosas
moléculas como la cadena ¢ del TCR, Lck, Fyn, el complejo LAT/Grb2/SLP-76/Sos,
requieren de su ubicacién y/o translocacion a las balsas lipidicas para garantizar la
transduccion de sefiales cascada abajo, investigamos la localizacion de ZAP-70 y Syk, en

estos microdominios de membrana (Jury y col., 2007).

Desde hace mas de una década, se ha demostrado que la organizacion de moléculas
gue intervienen en la sefializaciébn dentro de microdominios discretos asociados a la
membrana, llamados balsas lipidicas, es vital para la regulacién de las vias que promueven
la activacion de los LT. Las balsas lipidicas fueron originalmente definidas por su solubilidad
en detergentes no idnicos (especificamente Triton X-100), lo cual facilita su aislamiento ya
que poseen baja densidad en gradientes de densidad de sacarosa de 5-30%,
ultracentrifugados a 4 °C. Sus dominios consisten en el ensamblaje de manera espontanea
de largas colas hidrofobicas saturadas de los esfingolipidos que tienden a empaquetarse
con colesterol, mientras que los fosfolipidos de membrana forman una fase mas fluida por la

presencia de grupos acilos insaturados (Montixi y col., 1998).
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Bajo condiciones normales, el entrecruzamiento del TCR induce una rapida
agrupacion de las balsas lipidicas que promueve la inmediata activacion de las Src quinasas,
Lck y Fyn, y la acumulacion subsiguiente de una serie de sustratos fosforilados (Kanel y col.,
2000; Langlet y col., 2000; Leo y Schraven, 2001), incluyendo las moléculas CD3C
hiperfosforiladas (Montixi y col., 1998; Xavier y col., 1998; Kosugi y col., 1999), las formas
activadas de ZAP-70 y PLCy1, IP3K, el factor intercambiador Vav/Rc/CDC42 (Brdicka y col.,
1998; Zhang y col., 1998), proteinas unidas a GTP, receptores unidos a GPI, CD4, CD8 y
LAT; (Zhang y Samelson, 2000; Tomlinson y col., 2000; Brdicka y col., 2000); asi como la
PTP CD45 (Jury y col., 2004). La accion coordinada de estas interacciones y la sefializacion
subsiguiente resulta en una estable pero dinAmica zona de contacto entre la CPA y el LT
conocido como sinapsis inmunolégica (SI) (Bromley y col., 2001). Los dominios de las
balsas lipidicas proveen un ambiente que favorece la transduccion de sefales del
inmunoreceptor, y por tanto, la organizacion de moléculas de sefalizacién dentro de estas
regiones de contacto, es vital para la regulacion de vias de activacion de LT (Simons y

Ikonen, 1997; Simons y Toomre, 2000; Janes y col; 2000).

La interrupcion de las balsas lipidicas conlleva al desplazamiento anormal de
moléculas de sefializacion (Kabouridis y col., 1997; Zhang y col., 1998; Xavier y col. 1998;
Montixi y col., 1998; Kabouridis y col., 2000). Se ha demostrado que las balsas lipidicas de
LT de pacientes con LES poseen una composicion alterada de moléculas que interrumpen
vias de sefializacion intracelulares y afectan la funcién de estas células (Kabouridis y col.,
1997; Zhang y col., 1998; Xavier y col., 1998; Montixi y col., 1998; Kabouridis y col., 2005).
Entre ellas tenemos, incremento en la expresion de FcRy, Syk, PLCy1, con una disminucion
en la expresion de Lck (Jury col., 2003; Jury y col., 2004; Krishnan y col., 2004; Kabouridis y
col., 2008) y una menor expresion y localizacién anormal de LAT una vez es estimulada via
TCR/CD3 (Abdoel y col., 2012). Los LT de pacientes con LES exhiben balsas lipidicas

agrupadas, indicando que éstas células se encuentran “preparadas” para su activacion. La
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membrana plasmética de LT de pacientes con LES posee una mayor cantidad de GM1 y
colesterol, confirmando asi que estas células tienen un fenotipo hiperactivado (Jury col.,
2004; Krishnan y col., 2004). Ademas, los LT de pacientes con LES poseen un pool mas
extenso y son mas robustas en su capacidad para generar balsas lipidicas y presentan una
dindmica acelerada del citoesqueleto, asi como, una respuesta incrementada de Ca?*,
debido al menos en parte, a mecanismos dependientes de balsas lipidicas, en comparacion
con controles sanos (Krishnan y col., 2004).

Las balsas lipidicas y las moléculas contenidas en ellas pueden ser estudiadas a
través de diversas técnicas como Slot blot, precipitacion de moléculas con cloroformo-
metanol para Western blot, microscopia electrénica y microscopia confocal. Las dos Ultimas
permiten visualizar balsas lipidicas en células intactas y de ellas se pueden obtener
imagenes analizables posteriormente que proporcionan informacion acerca de su rol durante

la sefializacion.

Las técnicas antes mencionadas permiten utilizar la subunidad B de la toxina de
célera (CTB) como un marcador de las balsas lipidicas, la cual se une especificamente al
gangliésido GM1 enriquecido en las balsas lipidicas (Jury y Kabouridis, 2004; Krishnan y

col., 2004).

Realizamos experimentos con la técnica de microscopia confocal con el fin de
evaluar nuestra poblacion de LT estimulados mediante el uso de perlas conjugadas a anti-
CD3 y anti-CD28, de controles sanos y pacientes con LES, en los que observamos la
expresion del gangliésido GM1, Syk y ZAP-70, donde estandarizamos en estas dos Ultimas
la concentracion 6ptima de anticuerpos primarios y secundarios, asi como la mejor
combinacién de anticuerpos con la finalidad de obtener la mejor sefial fluorescente posible
para cada una de las moléculas. Esta metodologia destaca por la obtenciéon de imagenes

representativas del experimento evaluado, obtencion de imagenes de alta resolucién, una
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mayor sensibilidad que el Western blot para la cuantificacion de proteinas, la posibilidad de
visualizar planos especificos de la célula y la reconstruccién 3D de las imagenes obtenidas.
Posterior al andlisis de las imagenes obtenidas, mediante el programa Image J, los
resultados se muestran en términos de la IMF (intensidad media de la fluorescencia), la cual

es un indicador proporcional al nUmero de moléculas marcadas por el anticuerpo.

Como control negativo, se evalué el marcaje de las células con los anticuerpos
secundarios pertinentes. Los controles negativos permiten evaluar las inespecificidades de
los anticuerpos secundarios, es decir, si hay células u otros artefactos que son reconocidos
por éstos y generan fluorescencia basal y si ésta contribuye con la fluorescencia de las
moléculas especificas evaluadas. Ademas, permite establecer el valor de las ganancias del
fotomultiplicador del microscopio confocal antes de analizar el marcaje de las células con los

diferentes anticuerpos y sus respectivos fluorocromos.

Como se menciond anteriormente, al evaluar la expresién de GM1 observamos que
la expresion de este gangliésido tiende a disminuir ligeramente al incrementar el tiempo de
estimulacion tanto en pacientes con LES como en controles sanos, sin embargo este
hallazgo no fue estadisticamente significativo, ni al comparar la expresion de la molécula
entre pacientes y controles. Es importante resaltar que otros investigadores han reportado
diferencias en cuanto al contenido de GM1 en las balsas lipidicas de pacientes con LES y
gue esta alteracion afecta la dinamica de las balsas posiblemente favoreciendo la activacion
previa de moléculas de sefializacion contenidas dentro de estas regiones, y en consecuencia
mediar una sefializacién mas rapida de proteinas cascada abajo (Jury col., 2004; Krishnan y
col., 2004). Estas observaciones contrastan con nuestros hallazgos actuales y previos
(Abdoel y col., 2012) posiblemente por diferencias en la poblacion de pacientes estudiados
por nuestro grupo (pacientes mestizos de origen venezolano) versus los pacientes

estudiados por los otros investigadores.
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Por otra parte, el uso de las perlas conjugadas a los anticuerpos estimulantes permite
evaluar la polarizacion de moléculas hacia la region de contacto entre la perla 'y el LT, es
decir que simula una sinapsis in vitro. Cabe resaltar que esta sinapsis simulada carece de
multiples moléculas de superficie por parte de la perla que son requeridas para la formacion
de una sinapsis inmunoldgica in vivo, la cual ocurre en presencia de una CPA. Como se
menciono anteriormente, la formacion de la Sl es el resultado del contacto sostenido entre el
LT y la CPA, siendo este el sitio donde el TCR interactia con el complejo MHC-antigeno
expresado en la CPA. La Sl fue inicialmente caracterizada en la membrana de los LT como
dos anillos concéntricos formados por receptores de membrana, proteinas de sefializaciéon y
rearreglos del citoesqueleto que influencian e intervienen en la activacion de la célula T
(Alarcon y col., 2011). La polimerizacion de la actina, que ocurre tras el ligado del TCR,
ejerce un papel importante en la sefalizacion intracelular (Valensin y col., 2002), ya que es
requerida para la formacién de la Sl, permite el ensamblaje y estabilizacion de complejos de
sefalizacién, y ademas, las fuerzas contractiles que resultan del movimiento de los
filamentos de actina dependientes de miosina, segregan a los TCRs unidos al MHC de la
CPA a grupos de activacion supramoleculares o SMAC. El anillo central se encuentra
formado por el complejo TCR/CD3 constituyendo el cSMAC en el punto de contacto
intercelular, donde se reunen las proteinas de sefializacién Lck, Fyn y PKCO, mientras que
periférico a este grupo central se encuentran los receptores CD4, CD28 y CD45, que
proveen puntos focales para la polimerizacion de la actina y el entrecruzamiento del

TCR/CD3 (pSMAC) (Alarcon y col., 2011; Broere y col., 2011; Dustin, 2002).

Para el andlisis de la expresion de GM1, Syk y ZAP-70 dentro y fuera de la sinapsis,
colocamos una ventana en forma de 6valo alrededor de la region donde se polariza la
molécula (dentro de la sinapsis) y otra ventana alrededor de la regién restante de la célula

(fuera de la sinapsis).
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Volviendo a la expresion de GM1 dentro y fuera de la sinapsis, podemos decir que al
igual que en la célula total, ésta no se vio afectada con la estimulacion de los LT de controles

sanos ni pacientes con LES.

Aprovechamos los experimentos realizados por microscopia confocal para reevaluar
la expresion de ZAP-70 y Syk. Al estudiar la expresion de ZAP-70 en LT estimulados con
perlas conjugadas a anti-CD3 y anti-CD28, no encontramos diferencias significativas en
pacientes con LES ni en controles sanos; ni al comparar la expresion de ésta molécula
dentro y fuera de la sinapsis. Si contrastamos estos hallazgos con los obtenidos por
Western blot, podemos decir que hasta los momentos nuestros resultados concuerdan entre
si puesto que con ambas técnicas la expresion de ZAP-70 fue relativamente similar en
controles y pacientes y que la estimulacion no produjo cambios significativos en su

expresion.

Una de las mdltiples ventajas de la microscopia confocal es que permite evaluar la
expresion simultanea de moléculas de interés en un mismo espacio fisico de la célula y se
pone de manifiesto bajo la mezcla de colores de los diferentes fluorocromos, los cuales

pueden ser correlacionados con la prueba de Pearson.

Al evaluar la colocalizacién de las moléculas ZAP-70 y GM1 observamos que en LT
de controles sanos no ocurrieron cambios significativos en la ubicaciéon de ZAP-70 en la
balsa al estimular via TCR/CD3-CD28. Sorpresivamente, en pacientes con LES hubo un
incremento significativo en la ubicacion de esta proteina en las balsas lipidicas al estimular
durante 5 minutos, descendiendo posteriormente a su nivel basal. Tal situacién parece
indicar que ocurre una translocacion importante de ZAP-70 a la balsa durante los primeros
minutos de estimulacion. Estos hallazgos concuerdan con los reportados por Wang y col.,
(2010) quienes sugieren que posterior a la estimulacién ocurre un incremento en la

expresion de ZAP-70, lo cual va acompafiado de su funcion en la fosforilacion de diversas
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moléculas conformando el sighalosoma necesario para que las sefiales lleguen de manera
efectiva al nucleo (Gorentla y Xhong, 2012). Ademas, observamos que en células no
estimuladas de los pacientes, hay una colocalizacién significativamente menor que en
controles, posiblemente debido a deficiencias cuantitativas y/o funcionales de moléculas
sefalizadoras tempranas, entre ellas la cadena ( del receptor asociada a ZAP-70 (Brundula
y col., 1999) y Lck (Jury y col., 2004), las cuales deben ser translocadas a la balsa en mayor

proporcion para que ocurra la transduccion de sefiales cascada abajo.

Considerando el coeficiente de Pearson, podemos decir que en linea general, la
mitad de las moléculas de ZAP-70 se ubica en la balsa y la otra mitad se encuentra fuera de
las balsas lipidicas. Estos resultando concuerdan con evidencias que demuestran que el
entrecruzamiento del TCR promueve una rapida agrupacion en las balsas lipidicas de

diversas moléculas, entre ellas ZAP-70 (Bdricka y col., 1998; Zhang y col., 1998).

Como se menciond anteriormente, nos hemos centrado en evaluar la expresion de
Syk en vista de la importancia del modelo propuesto por Krishnan y col., (2003), del
“recableado” en la senalizacion de células T de pacientes con LES, donde participa el dueto

alternativo FcRy/Syk que sustituye al dueto CD3¢/ZAP-70.

Nuestros resultados obtenidos mediante la técnica de microscopia confocal
evaluando la expresion de Syk en LT de pacientes con LES presentan la misma cinética que
observamos mediante ensayos de Western blot, donde hubo una tendencia al incremento en
la expresion de Syk al estimular durante 5 minutos, la cual tiende a disminuir al estimular
durante 15 minutos sin alcanzar su nivel basal, confirmando asi nuestros hallazgos. Esto
pudiera indicar, una vez mas, que siendo Syk enzimaticamente 100 veces mas potente que
ZAP-70 y que ésta se encuentra unida al receptor Fcy en sustitucion del dueto CD3¢/ZAP-70

(Nambiar y col., 2004), pudiera estar cumpliendo su funcién quinasa en los primeros minutos
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de la estimulacion vy, por lo tanto, en fase mas tardia Syk comienza a ser degradada por el

proteasoma una vez ubiquitinada.

Igualmente, en LT de controles sanos, tanto por microscopia confocal como por
Western blot esta molécula tiende a incrementar a los 5 minutos de estimulacion lo que
parece indicar que Syk es requerida por la célula en los primeros minutos de su
estimulacion. Como menciono Krishnan y col., (2003), Syk tiene una expresion incrementada
en LT CD4* efectores en comparacion con ZAP-70, lo que parece indicar que Syk en
condiciones normales ejerce un papel importante en la transduccibn de sefales

dependiendo del contexto celular.

La microscopia confocal es una técnica mucho mas sensible que el Western blot en
cuanto a que detecta por fluorescencia la expresion de una molécula in vivo y dicha
fluorescencia es cuantificable por el analisis de imagenes de alta resolucion. Tomando esto
en consideracion, podemos decir que este hallazgo resaltante en nuestra investigacion, en
cuanto a la diferencia significativa obtenida por microscopia confocal a los 15 minutos de
estimulacion via TCR/CD3-CD28, al comparar controles versus pacientes, apunta a que en
controles ocurre una mayor degradacion proteasomal de Syk una vez cumplida su funcion,
mientras que en pacientes con LES ocurre un menor nivel de degradacién, quizds mas
tardia, posiblemente debido a las multiples deficiencias en la sefalizacién via TCR/CD3-
CD28, donde es necesaria una mayor cantidad de Syk en la célula para ensamblar y
garantizar que las sefales fluyan cascada abajo, dando lugar a la eventual activacion de la
cascada de las MAPKs y al estado de hiperestimulacion que muestran estas células. Para
clarificar estos hallazgos, nos hemos propuesto realizar mas experimentos por ambas

técnicas para poder visualizar mejor y concluir acerca de la cinética de la expresion de Syk.

En cuanto a la expresion de Syk dentro y fuera de la sinapsis (perlas conjugadas a

anti-CD3/CD28), su cinética fue idéntica al de la célula total en pacientes con LES y
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controles sanos, indicando que los cambios observados ocurren en toda la célula y no esta

asociada a alguna regién en particular.

Los resultados anteriores, expresion de Syk en controles versus pacientes con LES, a
los 15 minutos de estimulacion via TCR/CD3-CD28, fueron correlacionados con el indice de
actividad de la enfermedad (SLEDAI) y con el tratamiento de los pacientes con
corticoesteroides para descartar la influencia de estos pardmetros sobre nuestros resultados,
no encontrando correlacion alguna entre los mismos, lo que apunta a que los hallazgos
antes descritos pudieran estar relacionados con eventos innatos de los LT de los pacientes

con LES evaluados.

Al analizar la colocalizacion de Syk con GM1 en LT de pacientes con LES y controles
sanos, podemos decir que la tendencia al incremento en la expresion de Syk en controles y
pacientes a los 5 minutos de estimulacion via TCR-CD3/CD28, se traduce en una
significativamente mayor localizacion de Syk en la balsa. Estos hallazgos son comparables a
los obtenidos por Krishnan y col.,, (2008), quienes observaron un incremento en la
translocacion de Syk a las balsas lipidicas de pacientes con LES una vez estimulados los LT,
y en nuestro caso, este hallazgo también se cumple en controles sanos. La ubicacion de Syk
en la balsa garantiza la transduccion de sefiales cascada abajo como consecuencia de la
agrupacion del FcRy (Krishnan y col.,, 2008). En el caso de los controles, ya hemos
mencionado que Syk parece cumplir un papel importante en la transduccién de sefiales

gracias a su plasticidad de expresion en diferentes contextos celulares (Chan y col., 1994).

Considerando el coeficiente de Pearson, podemos decir que en linea general, oscila
alrededor de 0,2 y 0,5, es decir que entre el 20 al 50% de las moléculas de Syk se localizan
en las balsas en un momento dado, particularmente, en LT de pacientes con LES parece
haber mayor cantidad de moléculas en la balsa al estimular durante 5 minutos via TCR/CD3-

CD28. Krishnan y col., (2008) demostraron que Syk tiene una mayor expresion en LT de
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pacientes con LES. Sin embargo, logramos observar expresion de Syk en las balsas lipidicas
de LT de controles sanos, posiblemente, como se menciond anteriormente, debido a que
esta proteina podria inducir sefializacion a través del TCR en diferentes contextos celulares

(Chany col., 1994).

Otro de los hallazgos mas relevantes obtenidos en esta investigacion, fue que al
estimular LT de pacientes con LES durante 15 minutos, la localizacién de Syk en las balsas
lipidicas tiende a disminuir ligeramente manteniéndose una diferencia significativa con
respecto al basal. Por su parte, en controles sanos observamos que esta colocalizacion cae
a un nivel similar al basal, afianzando la idea de que la mayor expresion de Syk en pacientes
que en controles a los 15 minutos, se traduce en su mayor localizacion en la balsa,
posiblemente requerida durante un mayor periodo de tiempo en esta ubicacion de manera
que ocurra la transduccion de sefiales cascada abajo dadas las numerosas alteraciones
antes descritas en LT de pacientes con LES, referente a CD3( (Brundula y col., 1999,
complejo Grb2/Sos (Cedefio y col., 2003; Cifarrelli, 2003) y LAT (Abdoel y col., 2012) en la

fase temprana de la sefializacion mediadas por el receptor TCR-CD3.

La localizacion mas prolongada de Syk en las balsas lipidicas pudiera contribuir con
el estado de hiperestimulacion observado en LT de pacientes con LES promoviendo asi la
ruptura de la tolerancia periférica a autoantigenos. Este recableado en la sefalizacién podria
disminuir el umbral de estimulacion de los LT de pacientes con LES, conllevando al
incremento de la movilizacién de Ca2+ intracelular y fosforilacion en tirosina de diferentes

proteinas (Tenbrock y col., 2007; Blasini y col., 1998).

Por otra parte, en experimentos no mostrados evaluamos si la fluorescencia roja
(Cy3), particularmente, era producto de la contribucion del A488 sobre la emision de la
fluorescencia del Cy3 arrojando falsos positivos. Para ello, una vez incubados los LT con el

anticuerpo CTB-A488 (verde), tratamos las células con el colorante azul de tripano, el cual al
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penetrar la membrana plasmatica de las células fijadas o muertas opaca la fluorescencia
intracelular, un proceso llamado “quenching™ que significa apagar o extinguir la fluorescencia,
en este caso, opacando la fluorescencia verde (GM1-A488). Como era de esperarse, el
“quenching” disminuyd considerablemente la fluorescencia verde en toda la célula, y
observamos de igual manera fluorescencia roja con una IMF similar a la obtenida en
ausencia del azul de tripano, indicAndonos finalmente que la fluorescencia para Syk era
especifica del reconocimiento del anticuerpo secundario Cy3, y no parte del solapamiento

del A488 (520-580 nm) y Cy3 (567-622 nm) en el pico de emision.

Relacionado estrechamente con el hallazgo antes descrito, observamos que al
evaluar la colocalizacién de Syk con ZAP-70, logramos observar una mayor colocalizacion
de estas PTKs al estimular durante 15 minutos en LT de pacientes con LES en comparacion
con controles sanos, siendo similar en los otros tiempos de estimulacion evaluados. Esto
obedece a lo observado en cuanto a la permanencia de ZAP-70 en las balsas lipidicas,
asociada a una mayor localizacion y/o translocacion de Syk a las balsas lipidicas, la cual
esta relacionada a su vez con el menor nivel de degradacién de Syk al estimular durante 15
minutos via TCR/CD3-CD28. Esta observacion afianza la idea de que en LT de pacientes
con LES Syk parece ser requerida en la balsa durante un mayor periodo de tiempo, y por lo
tanto colocaliza con ZAP-70 para garantizar que ocurra la transduccion de sefales cascada
abajo dadas las numerosas alteraciones antes descritas, contribuyendo asi al estado de
hiperactivacién descrito en estas células y podria disminuir el umbral de estimulacion de los
LT de pacientes con LES, conllevando al incremento de la movilizacion de Ca?* intracelular y
fosforilacion en tirosina de diferentes proteinas (Tenbrock y col., 2007; Blasini y col., 1998),

conllevando a la ruptura de la tolerancia periférica a autoantigenos.

Nuevamente, los resultados antes mencionados, localizacién de Syk en las balsas

lipidicas y colocalizacién de Syk con ZAP-70 en LT de controles sanos versus pacientes con
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LES a los 15 minutos de estimulacion via TCR/CD3-CD28, fueron correlacionados con el
indice de actividad de la enfermedad y con el tratamiento de los pacientes con
corticoesteroides, no encontrando correlaciéon alguna entre los mismos, de manera que los
hallazgos antes descritos pudieran estar relacionados con eventos innatos de los LT de los

pacientes con LES evaluados.

En resumen, merece comentario especial que uno de los hallazgos més interesantes
en esta fase del proyecto fue la observacion de que al estimular durante 5 minutos se
produjo un aumento significativo en la expresion de Syk en LT de pacientes con LES y
controles sanos, la cual se mantiene al comparar con el nivel basal de expresion de esta
proteina (Western blot), siendo este resultado conforme con la expresién similar de ZAP-70
en pacientes con LES, donde en los eventos de sefializacion temprana de LT podria entrar

en juego la dupla FcRy/Syk en lugar de la via canénica CD3¢/ZAP-70.

El siguiente hallazgo mas impactante fue la observacién de que cuando los LT de
pacientes con LES fueron estimulados durante 15 minutos via TCR/CD3-CD28, la expresion
de Syk fue relativamente mayor en comparacién con controles sanos (microscopia confocal).
Ademas, la estimulacién durante 5 minutos por la via TCR/CD3-CD28 indujo la translocacion
de Syk a las balsas lipidicas la cual tendi6é a descender con la estimulacion a los 15 minutos,
sin embargo, esta no desciende al nivel basal como ocurrié en los LT de controles sanos.
Este hallazgo se reflej6 en una diferencia significativa a los 15 minutos de estimulacion al
comparar controles versus pacientes, siendo la localizacion de Syk en las balsas lipidicas
relativamente mayor en pacientes con LES en comparacién con controles sanos. Esta
diferencia podria ser producto de un estado de activacion alterado en pacientes con LES,
trayendo como consecuencia una menor ubiquitinacion de Syk en estos pacientes. La
ubiquitinacién conlleva a la internalizacion de la proteina para ser degradada en los

proteasomas, una vez que han sido fosforilados los residuos tirosina de la molécula (Ben-
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Neriah, 2002; Ota y col.,, 2000). Otra posibilidad es que esta molécula es sujeta a
modificaciones postransduccionales que hacen que migre de manera diferencial a las balsas

lipidicas.

Estas observaciones acenttan la importancia de la localizacion en las balsas lipidicas
de PTKs, especialmente Syk, como elemento central en eventos de sefalizacién temprana
en LT de pacientes con LES subsiguiente a la estimulacion via TCR/CD3-CD28. La
localizacién de Syk en las balsas lipidicas durante un tiempo més prolongado puede afianzar
la transduccién de sefales cascada abajo, con la subsiguiente activacién de la cascada de
las MAPKs quienes determinan el destino de los LT, contribuyendo a su vez al estado de
hiperactivacién de estas células dando lugar a la eventual ruptura de la tolerancia periférica a

autoantigenos.

Entre nuestras perspectivas futuras, contemplamos aumentar el numero de
experimentos realizados para corroborar las tendencias observadas. Ademas, gueremos
evaluar la localizacion de Syk y ZAP-70 en las balsas lipidicas de LT estimulados via
TCR/CD3-CD28, de controles sanos y pacientes con LES, por gradientes discontinuos de
sacarosa. Simultdneamente, investigaremos pacientes no lipicos, como por ejemplo,
individuos con artritis reumatoide en tratamiento con inmunomoduladores e individuos
asmaticos como controles de los tratamientos anti-inflamatorios. Como parte de este
proyecto de investigacion, financiado por COLCIENCIAS bajo la direccién de la Dra. Gloria
Vasquez (Medellin, Colombia) sin cuyo apoyo este proyecto no seria posible, investigaremos
el nivel de ubicuitinacion de ZAP-70 y Syk, asi como la actividad proteasomal en LT de

pacientes con LES.

Incrementos y/o defectos en la expresion de moléculas sefializadoras cruciales para
la transduccion de sefiales luego del ligado del TCR podrian potencialmente contribuir con

las anormalidades asociadas con la activacién de la cascada de las MAPKs de LT de
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pacientes con LES. Nuestros resultados pueden ser Utiles para entender e ilustrar el mapeo
de los eventos de sefializacion temprana y como las anormalidades encontradas por nuestro
grupo y otros grupos de investigacion pueden repercutir sobre una ruta tan importante para

el control de la tolerancia periférica a autoantigenos como es la ruta Ras/Raf/ERK.

En vista de la importancia que cumple Syk como una molécula de sefializacion
fundamental en diversos contextos celulares, como linfocitos, mastocitos, plaquetas,
monocitos, macréfagos y osteosclatos, y dado a que éstas estan implicadas en la induccion
e instauracion de la patologia tisular en enfermedades autoinmunitarias y alérgicas, asi como
en diversos tipos de cancer (linfomas, cancer de mama, cancer de préstata, etc), existen
multiples evidencias que sustentan que el foco de la investigacion debe estar dirigido al
desarrollo de nuevas drogas que bloqueen con mayor especificidad la actividad de Syk. De
esta manera, la inhibicion de Syk ha adquirido gran interés como una importante herramienta
terapéutica, de hecho, ensayos clinicos en pacientes con enfermedades autoinmunitarias,
como artritis reumatoide, han mostrado resultados prometedores. A pesar de que faltan
muchos aspectos por dilucidar con respecto al papel que cumple Syk en LT de pacientes con
LES, este proyecto de investigacion aporta pequefias evidencias acerca del papel crucial de
esta proteina en la transduccién de sefiales en LT de pacientes con LES, resaltando su
viabilidad como posible blanco terapéutico para el tratamiento de enfermedades
autoinmunitarias, cancer, entre otras, con la finalidad de mejorar la calidad de vida de estos

pacientes.
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CONCLUSIONES

En nuestra poblacién de LT de pacientes con LES, la expresion similar de ZAP-70 en
todos los puntos de estimulacién via TCR/CD3-CD28, al igual que al comparar con
controles sanos, parece indicar que los niveles de esta molécula no se ven alterados
dada la menor expresion de la cadena ¢ del complejo CD3, previamente reportada

por nuestro grupo de investigacion.

En LT de controles sanos, ZAP-70 parece ubicarse en las balsas lipidicas previo a la
estimulacion via TCR/CD3-CD28, mientras que al estimular via TCR/CD3-C28 los LT
de pacientes con LES, se logré inducir una mayor translocaciéon de ZAP-70 a las
balsas lipidicas, evento crucial necesario para su activacion y funcion PTK para llevar
a cabo la transduccion de sefiales hacia la cascada de las MAPKs. La menor
localizacién de ZAP-70 en las balsas lipidicas de LT de pacientes con LES, a pesar
de sus niveles de expresion normales en LT no estimulados, pudiera ser producto de
la menor expresion de la cadena ¢ del complejo TCR/CD3-CD28 puesto que ZAP-70

es reclutada a las balsas por interaccion con la cadena C.

El incremento en la expresion de Syk en LT de pacientes con LES al estimular via
TCR/CD3-CD28, junto con su menor nivel de degradacioén, posiblemente mas tardia,
en comparacion con controles sanos, pudiera ser producto de un estado de
activacion alterado dada las multiples deficiencias en los eventos de sefdlizacion

temprana via TCR/CD3-CD28, trayendo como consecuencia una menor
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ubiquitinacion de esta molécula, garantizando asi la transduccion de sefiales cascada

abajo.

La estimulacién de LT via TCR/CD3-CD28 logra una mayor translocacion de Syk a
las balsas lipidicas en controles sanos y pacientes con LES, permaneciendo en las
balsas lipidicas durante un periodo mas prolongado en los pacientes, posiblemente
con la finalidad de garantizar la transduccién de sefiales hacia la cascada de las
MAPKs, quienes determinan el destino de la célula; considerando la menor
expresion de la cadena ¢ del complejo CD3, el menor acoplamiento de Grb2/Sos, el
desplazamiento de LAT de las balsas, entre otros hallazgos relacionados con la

sefializacién temprana via TCR/CDS3.

La permanencia de Syk en las balsas lipidicas de LT de pacientes con LES
estimulados via TCR/CD3-CD28, se refleja en una mayor colocalizacion de Syk con
ZAP-70, también localizada en las balsas lipidicas para llevar a cabo su funcion PTK,
resaltando el papel crucial de la localizacién de moléculas clave en las balsas

lipidicas para la transduccion de sefiales cascada abajo.

Estas observaciones acenttan la importancia de la localizacion en las balsas lipidicas

de PTKs, especialmente Syk, como elemento central en eventos de sefalizacién temprana
en LT de pacientes con LES subsiguiente a la estimulacién via TCR/CD3-CD28. Es posible
que cambios en funciones celulares como localizacion, translocacion a las balsas lipidicas,
y/o ubiquitinacion de esta proteina contribuya como modulador de la respuesta anormal,
fenotipo hiperactivado y pérdida de la tolerancia periférica a autoantigenos observado en

estos pacientes.
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APENDICE |

TABLA 1. Resumen de datos recolectados de controles sanos y pacientes con LES.

EDAD (ANOS) |[SEXO| DURACION ENF. (ANOS) SLEDAI
N°
GRUPO TOTAL | PROM. | RANGO F PROM. RANGO PROM. | RANGO
Control sano 26 33,89 21-59 23 N/A N/A N/A N/A
LES 21 40,43 | 22-63 21 8,72 0,5-20 2 0-6
FARME
CICLOFOS-

FAMIDA | AINES
PREDNISONA (mg/dia) | (1 g/pulso) | diario | AZATIOPRINA (mg/15d) | CLOROQUINA/HCQ (mg/d)

GRUPO N° | PROM. | RANGO N° N° N° | PROM. | RANGO N° | PROM. RANGO
Controlsano | N/A| N/A N/A N/A N/A | N/A| N/A N/A N/A | N/A N/A
LES 19 9,16 5-25 2 0 4 112,5 50 - 150 11 270 150 - 500

Donde: LES: lupus eritematoso sistémico. SLEDAI: indice de actividad clinica del LES. FARME: Farmacos modificadores de la

enfermedad. HCQ: Hidroxicloroquina. N/A: No apli

103



APENDICE I
Preparacion de soluciones
Acrilamida/bisacrilamida 30%
Acrilamida 29,29
N, N’-Bis-metilen-acrilamida (Bis-acrilamida) 0,89

Se disolvieron en 80 mL de agua destilada, se llevé a un volumen final de 100 mL y se pasé por
un filtro Whatman N°1. Se guardo protegida de la luz a 4 °C.

Buffer carbonato-bicarbonato, pH 9,6 (NaHCO3 19 mM, Na2COz 28 mM, NaNs 0,02 %)
Bicarbonato de sodio (NaHCOs3) 1,599
Carbonato de sodio (Na2COs3) 293¢
Azida de sodio (NaNs) 0,2g

Se disolvieron en agua bidestilada, se ajusté el pH a 9,6 con hidréxido de sodio (NaOH) 1 N y se
llevd a 1 L con agua bidestilada. Se filtr6 por una membrana de nitrocelulosa de 0,22 um y se guardo a 4
°C.

Buffer cargador 4X o Laemli (azul de bromofenol 0,25%, Tris 62.5 mM, glicina 10%, SDS 10%, 2-8-
mercaptoetanol 5%)

Azul de bromofenol 10 % 0,2 mL
Tris 0,5 M pH 6,8 1mL
Glicina 0,8 mL

Dodecil sulfato de sodio (SDS) 10% 1,6 mL
2-B-mercaptoetanol 0,7% 0,4 mL

Se diluyeron en 4 mL de agua destilada para un volumen final de 8 mL. Se dividié en alicuotas de
1 mL y se almacenaron a -20°C.

Buffer de corrida o electrodo 5X, pH 8.3 (Tris 0,12 M, glicina 0,96 M, SDS 5%)
Tris base 99
Glicina 43,2 ¢
Dodecil sulfato de sodio (SDS) 3¢

Se disolvieron en 400 mL de agua destilada y se llevé a un volumen final de 600 mL con agua
destilada. La solucién se almacené a 4 °C.
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Buffer de transferencia, pH 8.3 (Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20%)
Tris base 3,03 g
Glicina 14,4 ¢
Metanol 200 mL

Se disolvieron en 800 mL de agua destilada y se llevé a un volumen final de 1 L con agua

destilada. La solucion se almaceno a 4 °C.

Buffer fosfato salino (BFS) 10 X, pH 7.4 (NaCl 1.37 M, Na2HPO4 80mM, KH2PO4 15 mM, KCI 27 mM)
Cloruro de sodio (NaCl) 80¢g

Fosfato hidrogenado de sodio (Na2HPO4) 11,36 g

Fosfato di-hidrogenado de potasio (KH2PO4) 29

Cloruro de potasio (KCI) 29

Se disolvieron en 800 mL de agua destilada, se ajusté el pH a 7,4 con acido clorhidrico (HCI) 1 N

y se llevé a un volumen de 1 L con agua destilada. Se almacené a temperatura ambiente.

Buffer IGEPAL® (Tris pH 8.1 50 mM, NaCl 150 mM, IGEPAL® 1%, EDTA 2 mM)

Tris pH 8,1 1M 5mL
Cloruro de sodio (NaCl) 2 M 7,5 mL
IGEPAL® 100% 1mL

Acido etilendiaminotetraacético (EDTA) 0,5 M 0,40 mL

Se diluyeron en 70 mL de agua destilada y se llevé a un volumen final de 100 mL. Se almacené a
4 °C.

Buffer Tris-HCI 1.5 M, pH 8.8
Tris base 27,23 g

Se disolvié en 80 mL de agua destilada, se ajust6 el pH a 8,8 con acido clorhidrico (HCI) 1 N y se

llevé a un volumen final de 150 mL con agua destilada. Se almacen6 a 4 °C.
Buffer tris-HCI 0.5 M, pH 6.8
Trisbase 6¢g

Se disolvié en 60 mL de agua destilada, se ajusté el pH a 6,8 con acido clorhidrico (HCI) 1N, y se

llevd a un volumen final de 100 mL de agua destilada. Se almacend a temperatura ambiente.

Buffer Tris-Salino (BTS) 10 X, pH 8.0 (Tris 100 mM, NaCl 1.5 M)
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Tris base 12,1¢g
Cloruro de sodio (NaCl) 87,749

Se disolvieron en 800 mL de agua destilada, se ajusto el pH a 8,0 con hidroxido de sodio (NaOH)

1 Ny se llevé a un volumen de 1 L con agua destilada. Se almacené a temperatura ambiente.
Ficoll (d =1,077 g/mL)

Ficoll 47549

Conray 60% 125 mL

Se disolvieron en 580 mL de agua bidestilada y se ajusté la densidad en un picnémetro a 1,077
g/mL. Se filtré la solucién a través de una membrana de nitrocelulosa de 0,22 um y se guardé protegida
delaluza4-°C.

Medio RPMI 1640
RPMI 1640 10,49
Bicarbonato de sodio (NaHCO:3) 29

Se disolvieron en 900 mL de agua bidestilada y se ajusto6 el pH a 7,0 con acido clorhidrico (HCI)
IN. se llevd a 1 L con agua bidestilada. Se filtr6 a través de una membrana de nitrocelulosa de 0,22 um y

se conservo a 4°C.

Medio RPMI suplementado (SFB 10%, L-glutamina 1%, penicilina/estreptomicina 2%)
Suero fetal bovino (SFB) 10 mL

L-glutamina 0,2 M 1mL

Penicilina/Estreptomicina 10000 U/mL 2mL

Se diluyeron en 80 mL medio RPMI 1640 y se completé a un volumen de 100 mL con medio
RPMI 1640.

Mowiol (mowiol 13%, glicerol 33,33%, Tris pH 8,5 13 mM, DABCO 2,5%)

Para preparar la solucién protectora de la fluorescencia, se agregaron 2,4 g de Mowiol 4-88
(Hoescht) a 6 mL de glicerol. Se mezcl6 y dej6 a temperatura ambiente durante varias horas.
Posteriormente, se agreg6 12 mL de buffer Tris 0,2 M a pH 8,5, y se calenté a 50°C durante 10 minutos
mezclando ocasionalmente. Al disolver el Mowiol, se centrifugé a 5000 x g durante 15 minutos para
clarificar la solucién y a la mezcla final se le agreg6 2,5 % de 1,4-diazabiciclo[2,2,2]octano (DABCO). La

solucion fue alicuotada y almacenada a -20°C.
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Solucion de bloqueo A para Inmunoblot (leche en polvo descremada Carnation 3%, Tween 20
0,1%, BFS 1X pH 7,2)

Leche en polvo descremada Carnation 1,59
Tween 20 0,05 mL
Se disolvieron en 50 mL de BFS 1X y se almacend a 4 °C.

Solucién de bloqueo B para Inmunoblot (leche en polvo descremada Carnation 5%, Tween 20
0,05%, BTS 1X pH 8)

Leche en polvo descremada Carnation 2,59
Tween 20 0,025 mL
Se disolvieron en 50 mL de BTS 1X y se almacené a 4 °C.
Solucién de lavado para Citometria de flujo (ASB 1%, NaNz 0,02% en BFS 1X pH 7,2)
Albumina sérica bovina (ASB) 5g
Azida de sodio (NaNs) 01lg

Se disolvieron en 500 mL de BFS 1X y se almacené a 4 °C.
Solucién de lavado para Microscopia Confocal (ASB 3%, HEPES 10 mM en BFS 1X pH 7,2)

Albumina sérica bovina (ASB) 39
HEPES 0,24 g

Se disolvieron en 100 mL de BFS 1X y se almaceno a 4 °C.
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APENDICE Ill
OTROS REACTIVOS Y MATERIALES

DABCO (1,4-diazobicyclo-[2,2,2]-octano). Sigma, St. Louis, MO, EUA.

Heparina 1000 U/mL. Eli Lilly, Maracay, Venezuela.

L-glutamina, GIBCO, Invitrogen, EUA.

Mowiol, Hoescht, Alemania.

N, N’, N’, N’, -tetra-metil-etilen-diamina (TEMED). Sigma, St. Louis, MO, EUA.

IGEPAL.: detergente no idnico que se emplea para el aislamiento de complejos funcionales de
membrana. Sigma, St. Louis, MO, EUA.

Peliculas fotograficas X-OMAT GBX-2, Kodak, Rochester, NY, EUA.

Penicilina/Estreptomicina. GIBCO, Invitrogen, EUA.

Perlas anti-CD3¢/anti-CD28: Perlas paramagnéticas recubiertas de poliestireno que en su
superficie tienen una mezcla 6ptima de anticuerpos monoclonales contras las moléculas de
superficie CD3¢e y CD28 humano (DYNAL, Invitrogen, USA).

Persulfato de amonio. Sigma, St. Louis, MOU, EUA.

Poli-L-lisina. Sigma, St. Louis, MO, EUA.

Polyoxyethylenesorbitan monolaurate (Tween-20). Sigma, St. Louis, MO, EUA.

Reactivos para la deteccion de anticuerpos conjugados a peroxidasa de rabano Super Signal
West Pico Chemiluminescent Substrate. Pierce, Rockford, IL, EUA.

Revelador y fijador. Kodak, Rochester, NY, EUA.

Rojo Ponceau para tincién de proteinas. Sigma, St. Louis, MO, EUA.

RossetteSep™ Human T Cel Enrichment Cocktail que contiene anticuerpos del tipo 1gG1
producido en ratones contra las moléculas CD16, anti-CD19, anti-CD36, anti-CD56, y anti-CD66b
y glicoforina A de origen humano.

SFB Purified. GIBCO, Invitrogen, EUA.

Solucidn salina isotonica. Lab. Behrens, Caracas, Venezuela.

Triton X-100. Detergente no idnico que se utiliza para el aislamiento de complejos funcionales de

membrana. Sigma, St. Louis, MO, EUA.
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APENDICE IV
ANTICUERPOS UTILIZADOS Y SUS DILUCIONES

Anti-CD14-FITC: AcM del tipo 1gG producido en ratones conjugado a FITC. Reconoce el receptor
CD14 de monocitos y macréfagos (DAKO, Dinamarca).

Anti-CD20-FITC: AcM del tipo IgG producido en ratones conjugado a FITC. Reconoce a CD20
involucrada en la regulacion de la activacién y diferenciacion de los LB (DAKO, Dinamarca).
Anti-CD28: AcM derivado del clon 28.2 que reconoce IgG1 K, de origen humano, utilizado para
estimulacién in vitro de linfocitos T (BD Pharmigen).

Anti-CD3: AcM del tipo 1gG producido en ratones. Reconoce el receptor CD3 de linfocitos T
(DAKO, Dinamarca).

Anti-lg de conejo A488 (GAR-A488): AcP producido en cabra que reconoce IgG de conejo,
conjugado a Alexa 488 (Jackson Immunoresearch, Inc, Pensilvania, EUA).

Anti-lg de conejo A647 (GAR-A647). AcP producido en cabra que reconoce IgG de conejo,
conjugado a Alexa 647 (Jackson Immunoresearch, Inc, Pensilvania, EUA).

Anti-lg de conejo FITC (GAM-FITC): AcM producido en cabra que reconoce Igs de conejo,
conjugado a isotiocianato de fluoresceina (Coulter Corp, Hialeah, FL, EUA).

Anti-lg de conejo FITC (GAR-HRP): AcM producido en cabra que reconoce Igs de conejo,
conjugado a peroxidasa de rabano (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Texas, USA).

Anti-lg de ratéon (GAM): AcM producido en cabra que reconoce las cadenas ligeras y pesadas de
Igs de raton (Biosource International, CA, EUA).

Anti-lg de ratén Cy3 (GAM-Cy3): AcM anti-mouse de clase IgG producido en cabra conjugado a
TRITC (del inglés tetramethyl rhodamine isothiocyanate) (KPL, Kirkegaard & Perry Laboratories,
Inc.).

Anti-lg de raton FITC (GAM-HRP): AcM producido en cabra que reconoce Igs de ratén,
conjugado a peroxidasa de rabano (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Texas, USA).

Anti-Syk: AcM del tipo IgG2a producido en ratones. Reconoce la secuencia de aminoacidos 257-
352 de la proteina Syk de humanos (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Texas, USA).

Anti-ZAP-70: AcM del tipo IgG producido en conejo. Reconoce un epitope dentro de la region
adaptadora de la proteina ZAP-70 de humanos (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Texas, USA).
Anti-a-actina: AcP producido en conejos. Reconoce el fragmento C-terminal de la proteina actina
(Sigma, Aldrich, Inc. EUA).

CTB-A488: Subunidad B de la toxina de coélera conjugada a Alexa 488 que reconoce al
gangliésido GM1 y que es excitado a 488 nm y emite fluorescencia verde (500-530 nm) en el
rango visible (Molecular Probes, Inc, USA).

OKT3: AcM de la clase IgG2a producido en ratones, el cual reconoce un epitope conformacional

formado por la cadena ¢ asociada a la cadena y y & del complejo CD3 de los linfocitos T
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humanos. Este anticuerpo es purificado en nuestro laboratorio, mediante cromatografia con
proteina A-sefarosa (Sigma, MO, USA), a partir de liquido ascitico obtenido en ratones Balb-c
inoculados con células del hibridoma OKT3, clona productora de AcM OKT3 (American Type
Culture Collection, Rockville, MD, EUA).

e Suero P producido en cabra: suero policlonal producido en cabra contra antigenos diversos
utilizado para bloquear sitios inespecificos de unién a anticuerpos y receptores Fc de células de

origen inmunoldgico.

Concentracion de anticuerpos

Tabla 2. Protocolo para laincubaciéon de CMSP para citometria de flujo.

Ac. Primario Volumen (yL) Ac. Secundario Volumen (uL)
________________ GAM-FITC 5

CD3 5 GAM-FITC 5

Isotipo IgG2a-

............... FITC 5
_______________ CD20-FITC S
_______________ CD14-FITC )
_______________ CD68-FITC S
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Tabla 3. Protocolo para la incubacién de linfocitos T para inmunoblot.

Bl Sol. Lavados Conc. Lavados
oqueo.
Leche Conc. todala noche todala noche
descrem. (ug/mL) (30 seg) (ug/mL) (30 seq)
Ac. Prim. | Carnation Ac. Secund.
(1h)
5% en BTS 2 con 1con
1X BTS 1X BTS 1x
AcP anti- | con 0,05% al 0,05% | Anti Ig conejo 0.04 al 0,05%
ZAP-70 T-20 T-20 HRP ’ T-20
1 con 2 con
BTS 1X BTS 1X
3% en BFS 2 con 1 con
1X BFS 1X BFS 1x
AcM anti- con 0,1% al 0,1% | Antilg raton 0.04 al 0,1%
Syk T-20 T-20 HRP ' T-20
1 con 2 con
BFS 1X BFS 1X
5% en BTS 2 con 1 con
1X BTS 1X BTS 1x
AcP anti-a- | con 0,05% al 0,05% . . al 0,05%
actina T-20 T-20 | @ant-rabbit 0,04 T-20
1 con 2 con
BTS 1X BTS 1X

Tabla 4. Protocolo para laincubacion de linfocitos T para microscopia confocal.

Ac. secundario

Concentracion (pug/mL)

Ac. Primario Concentracion (ug/mL)
SueroP de cabra 2
AcP anti-ZAP-70 40 GAR-A647 20
AcM anti-Syk 50 GAM-Cy3 25
CTB-488 100 | e
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APENDICE V
ABREVIATURAS

A488, A647: fluorocromos Alexa que emiten fluorescencia a las longitudes de onda especificadas.
Ac: anticuerpo.

AcM: anticuerpo monoclonal.

AcP: anticuerpo policlonal.

ACR: Colegio Americano de Reumatologia (del inglés American College of Rheumathology).
ADN: &cido desoxirribonucleico.

ADNdc: ADN doble cadena.

AIRE: Factor de transcripcion expresado en el timo que codifica la proteina AIRE. Promueve la
transcripcion de una amplia seleccion de genes especificos de proteinas que se expresan en los tejidos
periféricos (del inglés autoimmune regulator).

Akt: (también conocida como PKB) proteina quinasa serina/treonina activada en células expuestas a
diversos estimulos tales como hormonas, factores de crecimiento y componentes de la matriz
extracelular. Regula la funcion de muchos funciones celulares involucradas en procesos que incluyen
metabolismo, apoptosis y proliferacion (del inglés protein kinase B).

ANAs: antigenos antinucleares.
Anti-ADN: anticuerpo anti-ADN.
Anti-ADNdc: anticuerpo anti-ADNdc.
Anti-CD28: anticuerpo anti-CD28.
Anti-CD3: anticuerpo anti-CD3.

Anti-Sm: Anticuerpos contra proteinas no histonas asociadas al ARN. Son especificos de LES y deben su
nombre al apellido del paciente en quien se describié por primera vez (del inglés anti-Smith antibody).

AP-1, AP-3: Factores de transcripcién formados por las proteinas citoplasmaticas c-fos y c-jun (del inglés
Activator Protein 1 y Activator Protein 3, respectivamente).

ASB: albimina sérica bovina.

ATP: adenosin trifosfato (del inglés adenosine triphosphate).
BFS: buffer fosfato salino.

BL: balsas lipidicas.

Blk: proteina tirosina quinasa implicada en el desarrollo, diferenciacion y sefalizacion de linfocitos B (del
inglés B lymphocyte kinase).

BTS: buffer tris salino (del inglés tris-buffered saline).
Ca?*: calcio.

Cbl: proteina adaptadora que funciona como reguladora negativa de muchas vias de sefalizacion que se
disparan por activaciéon de receptores de superficie celular (del inglés Casitas B-lineage Lymphoma).

CD25: grupo de diferenciacion 25 (del inglés cluster of differentiation 25). Subunidad a de alta afinidad del
receptor para la IL-2.
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CD28: grupo de diferenciacion 28 (del inglés cluster of differentiation 28). Coreceptor de LT que se asocia
a las moléculas B7 de la célula presentadora de antigeno.

CD3: grupo de diferenciacion 3 (del inglés cluster of differentiation 3). Complejo molecular asociado
fisicamente al TCR que funciona como transmisor de sefiales luego del ligado del antigeno.

CD4: grupo de diferenciacion 4 (del inglés cluster of differentiation 4). Coreceptor de linfocitos T
cooperadores.

CD45: grupo de diferenciacion 45 (del inglés cluster of differentiation 45). PTP que regula positiva y
negativamente a diversas PTKs como Lck y Fyn.

CD8: grupo de diferenciacion 8 (del inglés cluster of differentiation 8). Coreceptor de linfocitos T
citotoxicos.

CDC42: proteina GTPasa pequefa de la familia Rho, la cual regula vias de sefalizacién que controla
diversas funciones celulares incluyendo morfologia celular, migracién, endocitosis y progresion del ciclo
celular (del inglés cell division control protein 42 homolog).

CMF: canal medio de fluorescencia.
CMSP: células mononucleares de sangre periférica.
CPA: célula presentadora de antigeno.

Csk: quinasa tipo src COOH-terminal (del inglés COOH-terminal src kinases). Regula negativamente a las
src quinasas.

¢c-SMAC: complejos supramoleculares de activacién central (del ingléscentral-SMAC).

CTB: subunidad B de la toxina de colera (del inglés cholera toxin ) que identifica al gangliésido GM1
enriquecido en las balsas lipidicas de membrana.

CTLA-4: coreceptor de linfocitos T que regula negativamente la sefializacién. Se une a los coreceptores
B7 de la célula presentadora de antigeno (del inglés cytotoxic T lymphocyte associated antigen 4).

D: dentro de la sinapsis inmunolégica.

DAG: diacilglicerol (del inglés diacylglycerol).

DO: Densidad 6ptica.

ERK: quinasa regulada por sefial extracelular (del inglés extracellular signal regulated kinase).
ESM: error estandar de la media.

F: fuera de la sinapsis inmunitaria.

FcRy: receptor de la porcién Fc de la inmunoglobulina G (IgG). Induce fagocitosis, degranulacion y
estimulacion celular (del inglés receptor Fc gamma).

FITC: isotiocianato de fluoresceina (del inglés fluorescein isothiocyanate).
Fyn o p59%": PTK de la familia de las src que se encuentra unida constitutivamente al complejo TCR/CD3.

GADS: proteina adaptadora que liga el complejo SLP-76/Sos o Vav con el TCR/CD3 en linfocitos T (del
inglés Grb2-related adaptor downstream of Shc).

GAM: anticuerpo producido en cabra anti-lg de ratén (del inglés goat anti-mouse).

GAR: anticuerpo producido en cabra anti-lg de conejo (del inglés goat anti-rabbit).
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GDP: guanosina difosfato (del inglés guanosine diphosphate).
GEF: factor intercambiador de nucleétidos de guanina (del inglés guanine nucleotide exchange factor).
GM1.: gangliésido enriquecido en las balsas lipidicas (del inglés monosialo-tetrahexosyl-ganglioside).

GM-CSF: factor estimulador de colonias de granulocitos y macréfagos (del inglés granulocyte
macrophage colony stimulating factor).

GPI: glicosilfosfatidilinositol (del inglés glycosylphosphatidylinositol).

Grb2: proteina 2 unida al receptor del factor de crecimiento (del inglés growth factor receptor bound
protein 2).

GTP: guanosina trifosfato (del inglés guanosine triphosphate).
HRP: Peroxidasa de rabano (del inglés horseradish peroxidase).
IB: inmunoblot (del inglés immunoblot).

IFNy: interferon gamma (del inglés interferon-y).

Ig: inmunoglobulina (del inglés immunoglobin).

IGEPAL: nonil fenoxipolietoexiletanol. Detergente no idnico que se utliza para el aislamiento de
complejos de membrana funcionales.

IgG: una de las cinco clases de anticuerpos humorales. Es la inmunoglobulina mas abundante del suero y
es sintetizada por los LB en respuesta a invasion de bacterias, hongos y virus (del inglés immunoglobulin
G).

IKK: proteina quinasa serina/treonina que juegan un rol esencial en la activacion de NF-kB y la regulacion
de la respuesta inflamatoria a infecciones virales (del inglés Inducible | kappa-B kinase).

IL-2, IL-4, IL-6, IL-21: interleuquina 2, 4, 6 o0 21.

IMF: intensidad media de fluorescencia.

IPs: 1,4,5-inositoltrifosfato (del inglés inositol triphosphate).

IP3K: 1,4,5-inositoltrifosfato 3-quinasa (del inglés Inositol-1,4,5-trisphosphate 3-kinases).

IRAK1: es una proteina quinasa serina/treonina que desempefia un papel critico en la iniciacién de la
respuesta innata contra patégenos extrafios (del inglés interleukin-1 receptor-associated kinase 1).

IRF5: proteina con diversas funciones tales como activacion de interferon mediado por virus, modulacion
del crecimiento celular, diferenciacién, apoptosis (del inglés interferon regulatory factor 5).

ITAMs: motivo de activacion dependiente de tirosina presente en inmunoreceptores (del inglés
immunoreceptor tyrosine-based activation motif).

Itk: PTK de la familia de las Tec que es fosforilada en tirosina y activada por p56'k. Induce la fosforilacion
en tirosina de PLCy1, su translocacién a la membrana y la activacion de su subunidad catalitica (del
inglés interleukin-2-inducible T-cell kinase).

kDa: unidad de medida de peso molecular de una proteina (del inglés kilo-Daltons).
LAT: enlazador para la activacion de LT (del inglés linker for activation of T cells).

LB: linfocitos B.
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Lck o p56'ck: PTK de la familia Src que se une a las cadenas CD4 y CD8 en su region citoplasmaética y a
la cadena B del IL-2R (del inglés Lymphocyte-specific protein tyrosine kinase).

LE: célula polimorfonuclear del lupus.
LES: lupus eritematoso sistémico.
LT: linfocitos T.

Lyn: proteina quinasa que transmite sefiales desde el receptor de superficie celular y juega un rol
importante en la regulacién de la respuesta inmune adaptativa e innata, hematopoyesis, respuesta a
factores de crecimiento y citoquinas, etc; ademas es esencial en la regulacién de la diferenciacién,
proliferacion, sobrevida y apoptosis de células B (del inglés Lck/Yes-related novel protein tyrosine
kinase).

MAPKSs: proteina quinasa activada por mitégenos (del inglés mitogen-activated protein kinases).

MEKK: proteina serina/treonina que es activada por la MAP quinasa quinasa (del inglés Mitogen-
activated protein kinase kinase kinase).

MHC: complejo pincipal de histocompatibilidad (del inglés major histocompatibility complex).
NF-AT: factor de transcripcion (del inglés nuclear factor of activated T-cells).

NFkB: factor de transcripcion (del inglés nuclear factor kappa B).

NK: células asesinas naturales (del inglés natural killers).

OAS2: proteina involucrada en la respuesta inmune innata a infecciones virales (del inglés 2-5-
oligoadenylate synthetase 2).

OKT3: anticuerpo monoclonal anti-CD3¢ para la estimulacion de linfocitos T (del inglés Orthoclone OKT3
0 Muromonab-CD3).

PFA: paraformaldehido (del inglés paraphormaldehyde).

PI1-3K: fosfoinositol 3-quinasa (del inglés phosphoinositide 3-kinase).

PIP2: fosfoinositol 4,5-bifosfato (del inglés phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate).
PIP3: fosfoinositol 3,4,5-trifosfato (del inglés phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate).
PKA y PKC: proteina quinasa A y C, respectivamente (del inglés protein kinase).

PLCy1: fosfolipasa C gamma 1. La PLCy1 activada desdobla el fosfoinositol 4,5-bifosfato (PIP2)
produciendo 1,4,5-Inositoltrifosfato (IPs) y diacilglicerol (DAG) (del inglés phosphoinositide-specific
phospholipase C-y 1).

PMA: acetato de forbol miristato (del inglés phorbol 12-myristate 13-acetate).

PP2A: enzima tetramérica que participa en muchos aspectos de la funciéon celular incluyendo la
regulacion de enzimas metabdlicas y de proteinas involucradas en la transduccién de sefiales (del inglés
protein phosphatase 2).

p-SMAC: complejos supramoleculares de activacion periférico (del inglés peripheral-SMAC).
PTK: proteina tirosina quinasa (del inglés protein tyrosine kinase).
PTPs: proteina tirosina fosfatasa (del inglés protein tyrosine phosphatase).

PVDF: floruro de polivinilideno (del inglés poly-1,1-difluoroethene).
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Rac: es una subfamilia de las GTPasas de la familia Rho. Son proteinas G pequefias de sefalizacion,
implicadas en la organizacion del citoesqueleto, migracion celular, transcripcidon genética y proliferacion
celular (del inglés Ras-related C3 botulinum toxin substrate).

Raf: proteinas que pertenecen a la familia de proteinas G pequefias con propiedad de GTPasas que
intervienen en el proceso de activacion del linfocito T. Se caracterizan por activar quinasas
especificas serina / treonina de la familia MAPK (del inglés proto-oncogene serine/threonine-protein
kinase).

Ras o p2l1™s; proteina G pequefia conformada por una cadena similar al de las proteinas G
heterotriméricas. Su forma activa enlaza GTP y su forma inactiva GDP (del inglés reticular activating
systemic).

Ras-GDP o Ras-GTP: proteina Ras unida a GDP o GTP, respectivamente.
rpm: radianes por minuto.

RPMI: medio celular usado para cultivos celulares, enriqguecido en aminoacidos, vitaminas, sales
inorganicas y glucosa (del inglés Roswell Park Memorial Institute).

Rr: coeficiente de Pearson. Medida de la relacion lineal entre dos variables aleatorias cuantitativas.

SDS-PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato sédico (del inglés sodium dodecyl
sulfate poliacrylamide gel electrophoresis).

SFB: suero fetal bovino.

SH2: region de homologia src que contiene multiples residuos tirosina (del inglés src homology 2
domain).

Shc: proteina adaptadora que une al complejo Grb2-Sos al complejo TCR/CD3 (del inglés src homology
and collagen containing protein).

SHP-1: PTP que regula negativamente la cascada de sefializacién intracelular (del inglés src-homology
phosphatase type 1).

Sl sinapsis inmunolégica. Regién de contacto entre la célula presentadora de antigeno (CPA) y el
linfocito T (LT), donde confluyen moléculas sefalizadoras.

SLEDAI: indice de actividad del LES (del inglés systemic lupus erithematosus disease activity index).

SLP-65: proteina de leucocitos con dominio SH2 de PM 65 KDa (del inglés SH2-domain-containing
leukocyte protein of 65 KDa).

SLP-76: proteina de leucocitos con dominio SH2 de PM 76 KDa (del inglés SH2-domain-containing
leukocyte protein of 76 KDa).

SMAC: grupos de activacion supramoleculares (del inglés supramolecular activation clusters).
SNPs: polimorfismos de nucleétido simple (del inglés single nucleotide polymorphisms).

Sos: proteina intercambiadora de nucleétidos de guanina para la molécula p21s (del inglés son of
sevenless).

Src: La familia Src de proteinas no receptores con actividad de tirosina quinasa desempefia papeles
fundamentales en gran variedad de vias de transduccién de sefiales, regulando procesos diversos como
la division celular, motilidad, adhesion, angiogénesis y sobrevivencia (del inglés proto-oncogene tyrosine-
protein kinase).
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Syk: tirosina quinasa del bazo con PM de 72 KDa (del inglés spleen tyrosine kinase).
T CD4*: LT cooperadores (del inglés Th cells).

T CD8*: LT citotoxicos (del inglés Tc cells).

TCR: receptor de LT para el antigeno (del inglés T cell receptor).

Thl: subtipo de LT cooperadoras, efectoras de la inmunidad contra bacterias intracelulares y
protozooarios (del ingléshelper T cells type 1).

Th17: subtipo de célula T cooperadoras, efectoras de la inmunidad contra bacterias extracelulares y
hongos (del inglés helper T cells type 17).

Th2: subtipo de célula T cooperadoras, efectoras de la inmunidad contra parasitos extracelulares (del
inglés helper T cells type 2).

TLR: receptor tipo toll (del inglés toll-like receptor).

Treg: LT reguladores. Subpoblacién de los LT, las cuales modulan el sistema inmunolégico, manteniendo
la tolerancia a antigenos propios (del inglés regulatory T cell).

TREX: complejo de multiproteinas que juega un rol en la expresion de la informacion genética (del inglés
transcription/export complex).

Vav o p95va; proteina intercambiadora de nucle6tidos de guanina para la molécula p21s (del inglés
guanine nucleotide exchange factors for Rho family GTPases).

VDJ: segmentos de genes VDJ que codifican proteinas con papeles importantes en el sistema
inmunitario. Dicha recombinacién especifica genera un repertorio diverso de receptores de linfocitos T
(TCR) y moléculas de inmunoglobulinas (Ig) que son necesarios para el reconocimiento de diversos
antigenos bacterianos, virales y de paréasitos, asi como de células tumorales.

ZAP-70: PTK asociada a la cadena ¢ del TCR con PM de 70 KDa (del inglés zeta-associated protein of 70
KDa).
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