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RESUMEN

Introduccién

La formacidén de trampas extracelulares de neutrdfilos (NETs, por sus siglas en inglés) ha sido
recientemente asociada a la fisiopatologia del lupus eritematoso generalizado (LEG). Esto se debe
principalmente al hecho de que la NETosis favorece la presencia de antigenos nucleares en el medio
extracelular. Se han descrito modificaciones postraduccionales (MPT) en los componentes de las NETs. La
ubicuitinaciéon es una MPT, cuyas alteraciones han asociado a defectos en la tolerancia periférica en
pacientes con LEG. Ademds, recientemente se ha descrito el papel que tiene la ubicuitina extracelular y
su sefializacion a través de CXCR4 en la regulacion del sistema inmune.

Debido a que se ha demostrado que las NETs pueden sufrir MPT y a la relacion de la ubicuitinacion con la
tolerancia periférica, es importante definir si hay ubicuitinacién en las NETs de pacientes con LEG. Asi, se
podrdn conocer las implicaciones que este proceso puede tener, no solo para su degradacién, sino
también para la regulacion de diferentes componentes del sistema inmune.

Objetivo
Evaluar los mecanismos de regulacion de NETs mediados por ubicuitinacién y la respuesta inflamatoria
relacionada a la internalizacidon de NETs en pacientes con LEG en comparacidn con controles sanos.

Material y métodos

Se estudiaron 38 pacientes con LEG, que se encontraban en remisién o activos sin tratamiento
inmunosupresor, y 38 controles sanos, ajustados por edad y género. De cada sujeto se aislaron neutréfilos
y se estimulé la formacion de NETs. Se analizé la presencia de proteinas ubicuitinadas en las NETs por
Western Blot, ELISA e inmunofluorescencia. Ademas, se realizd inmunoprecipitacion para definir las
proteinas ubicuitinadas en las NETSs. Se aislaron macrdfagos derivados de monocitos de pacientes con LEG
y controles y se estimularon con NETs y con ubicuitina, asi como con un inhibidor de CXCR4. Se midié el
flujo de calcio y la sintesis de citocinas tras dichos estimulos.

Resultados

De los 38 pacientes estudiados, la mayoria eran mujeres (89.4%), con un promedio de edad de 30.3 £ 8.77
afos. El indice de actividad promedio (SLEDAI) fue de 17.97 + 8.9. Se determind la presencia de ubicuitina
en las NETs de pacientes con LEG y controles sanos. Se encontré una mayor expresién de proteinas
poliubicuitinadas en controles sanos que en pacientes con LEG. Por medio de inmunoprecipitacion, se
determiné que la mieloperoxidasa (MPO) de las NETs esta ubicuitinada. Se determiné la presencia de
anticuerpos anti-MPO ubicuitinada (anti-MPO-Ub) en pacientes con LEG, cuyos titulos correlacionaron
positivamente con el SLEDAI (r= 0.44, p<0.01), y negativamente con las fracciones de complemento (C3:
r=-0.428, p<0.01; C4: r=-0.432, p<0.01). Al estimular macréfagos con NETs y con ubicuitina, se observo
aumento en el flujo de calcio, que disminuyd al agregar un inhibidor de CXCR4. Finalmente, se encontrd
una mayor sintesis de citocinas (TNF-a, IL-6 e IL-10) en macréfagos de pacientes con LEG que provenientes
de controles sanos, después de la estimulacion con NETSs.

Conclusion

Nuestros datos demuestran que existen proteinas poliubicuitinadas en las NETs, incluyendo MPO, con
diferencias cuantitativas en los patrones de ubicuitinaciéon entre pacientes con LEG y controles. Los
pacientes con LEG presentan anticuerpos anti-MPO-Ub, que correlacionan con variables de actividad de
la enfermedad. Por otro lado, la ubicuitina presente en las NETs ocasiona un aumento del flujo de calcio
en los macréfagos y el estimulo con NETs favorece la sintesis de citocinas por estas células. Estos procesos,
involucrados en la degradacidn, asi como el perfil de ubicuitinacién de las NETs, podrian contribuir a su
papel proinflamatorio en pacientes con LEG y formar parte de la fisiopatogenia de la enfermedad.



MARCO TEORICO
NETosis. Generalidades

Los neutréfilos constituyen la poblacién mds abundante de leucocitos en sangre periférica y son
un componente crucial en la primera linea de defensa contra microorganismos. En 2004, se describié la
formacidn de NETs (trampas extracelulares de los neutrdfilos, por sus siglas en inglés), las cuales son
estructuras extracelulares en forma de malla conformadas tanto por componentes nucleares como por
granulos antimicrobianos. Las NETs son filamentos de cromatina que contienen proteinas de granulos
primarios (elastasa de neutréfilos, catepsina G, mieloperoxidasa), secundarios (catelicidina o LL-37,
lactoferrina) y terciarios; el DNA y las histonas son sus mayores componentes. El proceso de su formacion
(o NETosis), en el cual son externalizadas por los neutrdfilos, constituye un nuevo mecanismo de muerte
de dichas células [1, 2]. La NETosis tiene un papel importante en la inmunidad contra diferentes clases de
microorganismos [3, 4]. Por otro lado, desde el punto de vista patoldgico, la NETosis puede jugar un papel
importante en el desarrollo de patologias autoinmunes. El hecho de que se favorezca la presencia de DNA
extracelular por mecanismos diferentes a la apoptosis ha abierto nuevas posibilidades para comprender
mejor los mecanismos que pueden asociarse a la pérdida de la tolerancia periférica [3].

Netosis en LEG

En el caso especifico del lupus eritematoso generalizado (LEG), que es considerado el prototipo
de las enfermedades autoinmunes sistémicas, se han descrito diversas anormalidades en los neutréfilos
gue podrian asociarse a su patogénesis. Se ha reportado la existencia de una subpoblacién de neutrdfilos
en sangre periférica de los pacientes con LEG que tienen una menor densidad y se co-purifican con células
mononucleares de sangre periférica durante la sedimentacion de la sangre. Estos granulocitos de baja
densidad (LDG por sus siglas en inglés) se han asociado con dafio endotelial y promueven una
diferenciacidn endotelial anormal, por lo que podrian jugar un importante papel en la aterosclerosis
acelerada del LEG. Ademds, muestran alteraciones en su capacidad fagocitica y se caracterizan por
sintetizar niveles elevados de interferdn tipo |, el cual ha sido documentado como un elemento relevante
dentro del esquema fisiopatdgenico del LEG [5].

Recientemente se ha descrito una NETosis aberrante en LEG. En primer lugar, se han encontrado
alteraciones en su degradacion. Dado que los pacientes con LEG producen anticuerpos contra la
cromatina y antigenos de neutréfilos, que son componentes de las NETs, una eliminacidn oportuna de las
NETs puede ser crucial para mantener la homeostasis y evitar la presentaciéon de autoantigenos. Se ha
demostrado la importancia de la DNasa 1 como mecanismo de degradacién de las NETs y su actividad se
ha reportado como disminuida en LEG. Ademas, el mismo grupo de investigadores encontrd que un
subgrupo de pacientes con LEG (36.1%) muestra degradacién inefeciente de las NETs. Una de las causas
qgue encontraron fue la presencia de inhibidores de la DNasa 1. Ademas, al depletar el suero de
anticuerpos IgA e IgG, encontraron que habia mayor degradacién, concluyendo que dichos hallazgos se
asociaban a la existencia de anticuerpos que protegian a las NETs de dicha endonucleasa. Sin embargo,
cabe destacar que en este trabajo no se comprobd la especificidad de estos anticuerpos. Las alteraciones
en la eliminacidn de las NETs correlacionaron con la presencia de anticuerpos antiDNA y nefritis [6].
Asimismo, se ha visto que los pacientes con LEG activo e hipocomplementemia muestran una mayor



deficiencia en la degradacién de las NETs, asi como activacion del complemento in vitro por medio de las
NETs [7].

Ademas de la DNasa, se ha demostrado que los macréfagos también participan en la degradacion
de las NETs. El mismo grupo de investigacion encontrdé que Clq puede opsonizar las NETs y facilitar su
internalizacién por medio de los macréfagos. El proceso de degradaciéon no se asocié con sintesis de
citocinas al estudiar macréfagos de controles sanos [8]. Todo esto cobra una especial importancia en LEG,
ya gque se han descrito alteraciones en la capacidad de los fagocitos para depurar ciertos autoantigenos
[9] vy la deficiencia de Clg, aunque muy rara, se considera el mayor factor de riesgo genético para
desarrollar la enfermedad [10].

No solo existen alteraciones en la degradacién, sino que también se ha encontrado incremento
en la frecuencia de NETosis en los pacientes con LEG y que los granulocitos de baja densidad son
especialmente propensos a liberar NETs espontaneamente y contribuyen a la externalizacion de IL-17 en
las NETs [11]. Los autoanticuerpos (especificamente anti-RNP) presentes en los pacientes con LEG pueden
favorecer la NETosis, lo cual es especifico de los neutréfilos de LEG, puesto que no se documentd en
neutroéfilos de controles sanos, sugiriendo un papel patogénico. Por otro lado, se ha demostrado que las
NETSs constituyen un estimulo para que las células dendriticas plasmacitoides liberen interferdn tipo | [11-
13]. Los pacientes con alteraciones en la degradaciéon de NETs también tienen una mayor actividad de
interferdn tipo | [7]. Los trabajos previamente citados demuestran que un estimulo relevante para el
incremento en la produccion de interferdn tipo | en pacientes con LEG proviene de las NETs.

Mieloperoxidasa y su papel en la inflamacién

La mieloperoxidasa (MPO) es la proteina principal de los granulos de los neutrdfilos y un
importante componente de las NETs. Esta molécula tiene diferentes efectos, en ocasiones contrastantes,
en el sistema inmune. Por un lado, a través de la formacién de agentes oxidantes, puede contribuir a la
inflamacién y fibrosis. También tiene funcidén como autoantigeno, especificamente en vasculitis asociadas
a ANCAs, donde se encuentran anticuerpos anti-MPO. Por otro lado, se ha encontrado que puede ejercer
una actividad supresora sobre el sistema inmune adaptativo, principalmente al afectar la funcidén de las
células dendriticas y la induccién subsecuente de la inmunidad adaptativa [14].

El papel de MPO en LEG es controversial. Se han encontrado niveles elevados de MPO en el plasma
de pacientes con LEG [15]. Ademads, siendo un componente fundamental de las NETSs, se ha sugerido que
puede contribuir al dafio a diferentes niveles, como la nefritis y aterosclerosis [11, 15]. Sin embargo, en
un modelo murino de lupus inducido por pristano, se encontré que la deficiencia de MPO ocasionaba un
dafio renal mas grave, ademds de una mayor acumulacion de células T CD4*, macréfagos y neutrdfilos a
nivel glomerular. Ademas, en dichos ratones se observé un aumento en la activacion de células dendriticas
y células CD4* en los drganos linfoides secundarios [16].

Modificaciones postraduccionales asociadas a NETosis y su asociacion con LEG

Las modificaciones postraduccionales (MPT) son alteraciones quimicas de una proteina que se
presentan al agregar un grupo bioquimico funcional, el cual cambia la naturaleza quimica de un
aminodcido o altera la estructura secundaria del polipéptido. Estas modificaciones se encargan de



diferentes funciones, como el desenrollamiento de cromatina, sefalizacidn, reconocimiento vy
comunicacion intercelular y activacidén o desactivacidén enzimatica. Se ha demostrado que las MPT de
ciertos autoantigenos pueden contribuir a la fisiopatogenia de algunas enfermedades autoinmunes, lo
cual también a su vez también podria tener relacion con la NETosis [2].

En el caso del LEG, la mayoria de los autoantigenos relacionados con la enfermedad contienen
DNA o RNA asociados a alglin componente proteico que puede ser blanco de MPT [17]. Un ejemplo son
los anticuerpos anti-histonas, cuya prevalencia en pacientes con LEG ha sido muy variable en distintos
estudios, desde 17 hasta 95%, con un promedio de 40-60% [18]. Las histonas, que son un componente
fundamental de las NETs, pueden sufrir diferentes MPT. Una de las principales modificaciones que sufren
las histonas de las NETs es citrulinacidn, por medio de la familia enzimatica PAD (peptidil arginina
deiminasa). Incluso, se ha demostrado que la citrulinacién de las histonas a través de PAD-4 es un
marcador de la NETosis y es necesaria para la formacién de NETs [19]. En un modelo murino de lupus, al
utilizar Cl-amidina (inhibidor de PAD), se bloqued la formacion de NETs y disminuyd el dafio a tejidos,
incluyendo un menor depésito glomerular de autoanticuerpos [20]. Ademas de la citrulinacion, se ha
demostrado que las histonas de las NETs pueden tener otras MPT; también pueden ser acetiladas y
metiladas. Sin embargo, en un estudio que utilizé suero de pacientes con LEG no todas las MPT de las
histonas en las NETs coincidieron con aquéllas a las que se presenté autorreactividad en el suero
estudiado [21]. Se considera que las MPT de las NETs pueden ser un mecanismo por el cual se expresen
autoantigenos modificados, lo cual puede ser un mecanismo que favorezca la ruptura de los mecanismos
de tolerancia periférica y el desarrollo y/o perpetuacién de patologias autoinmunes.

Ubicuitinacion y regulacion de la respuesta inmune

La ubicuitinacion es un proceso de modificacidon postraduccional que consiste en unir ubicuitina,
un polipéptido de 76 aminoacidos, a un sustrato proteico. Hay una serie de reacciones secuenciales que
median la conjugacién de la ubicuitina. Esto incluye por lo menos tres pasos. Primero el residuo carboxi-
terminal de glicina de la ubicuitina es activado por la enzima activadora de ubicuitina (E1), formando una
unién de tioéster de alta energia entre el residuo de glicina de la ubicuitina y el residuo de cisteina del
sitio activo de E1. Después, la ubicuitina activada es transferida al residuo de cisteina de una enzima
conjugadora de ubicuitina (E2). Por ultimo, el complejo ubicuitina-E2 es reclutado a una tercera enzima,
una ligasa de ubicuitina (E3), que se une a un sustrato proteico especifico y facilita la transferencia de la
ubicuitina activada de E2 a un residuo de lisina en el sustrato [22, 23].

Un sustrato puede unir una sola molécula de ubicuitina (monoubicuitinacién) o puede formarse
una cadena después de la conjugacién de una molécula de ubicuitina (poliubicuitinaciéon). La conjugacion
a ubicuitina es un proceso reversible y esta molécula puede ser separada de sus sustratos por medio de
enzimas de deubicuitinacion. Los diferentes tipos de cadenas de ubicuitina tienen distintos efectos en el
sustrato. Aunque inicialmente se consideraba que la ubicuitina Unicamente implicaba degradacion, ya que
dirigia la proteina marcada al proteosoma, recientemente se ha demostrado que la ubicuitinacion tiene
impacto en muchos procesos celulares, como la modificacidn de las funciones proteicas y control de la
transcripcién génica. En general, la poliubicuitinacién esta relacionada con el proteosoma y lleva a la
destruccién de la proteina, mientras que cuando una proteina es monoubicuitinada puede jugar diversos
papeles en la funcidn celular. La posicidn del residuo de lisina que es ubicuitinado también influye en el



tipo de respuesta y funcién que tendrd la proteina modificada [22-24]. Especificamente, la
poliubicuitinacién a través del residuo de lisina 48 tiene mayor relacidn con el proteosoma, mientras que
si ésta se lleva a cabo a través de la lisina en posicién 63, tiene funciones relacionadas con la sefializacién,
respuesta a dafio del DNA y con otras diferentes funciones del sistema inmune [25].

En los ultimos afios se han descrito diversas funciones que juega la ubicuitinacién en el sistema
inmune. La degradacién proteolitica de moléculas de senalizacidon puede proveer un mecanismo poderoso
para atenuar una sefial de activacidn intracelular. También puede ser un mecanismo para eliminar los
componentes inhibitorios de una molécula de sefalizacidon, como es el caso de NFKB. Por lo tanto, la
degradacion en el proteosoma dependiente de la poliubicuitinacién constituye un mecanismo para
regular las proteinas de sefalizacion. Ademas, se ha visto que la ubicuitina participa en el control de la
tolerancia, la diferenciacion de las células T y la transduccidn de sefiales intracelulares [22].

La ubicuitinacién participa en la tolerancia de las células T de diferentes maneras.
Especificamente, las ligasas de ubicuitina, tales como las de la familia RING, estan relacionadas con estos
procesos. Mientras que c-Cbl es importante para mantener la tolerancia central, Cbl-b participa en la
tolerancia periférica [23]. Su importancia se ha demostrado tanto en modelos murinos como en estudios
con células humanas. En primer lugar, los ratones cbl-b 7 tienen alta susceptibilidad a enfermedades
autoinmunes y muestran un fenotipo similar al lupus eritematoso [26-28]. La ausencia de Cbl-b se traduce
en un aumento en la proliferaciéon de las células T, asi como de la producciéon de IL-2, aun sin
coestimulacion por CD28 [27, 28]. Ademas, las células T deficientes en Cbl-b son resistentes a la anergia
en respuesta a ionomicina o exposicién a TGF-B. Incluso, las células T efectoras de ratones cbl-b 7" tienen
resistencia a la regulacion por parte de las células T reguladoras, aunque estas ultimas tengan una funcidn
adecuada [29, 30].

Por otro lado, nuestro grupo de investigacidn ha descrito la existencia de multiples alteraciones
en los mecanismos de tolerancia periférica en pacientes con LEG, particularmente la presencia del
fendmeno de resistencia a anergia, lo cual se asocié a un defecto en la expresién de Cbl-b en las células T
CD4 de estos pacientes. Al transfectar las células con un vector para sobre-expresar Cbl-b, dicha
resistencia disminuyd significativamente, lo cual sugiere que la sobreexpresion de Cbl-b podria rescatar
el fenotipo resistente a anergia de las células T en pacientes con LEG y refuerza su papel en las alteraciones
en la tolerancia [31].

Ubicuitina extracelular y CXCR4 como reguladores de la respuesta inmune

Por otro lado, se ha demostrado recientemente que la ubicuitina en su forma extracelular es
también de gran relevancia como regulador de la respuesta inmune mediada por receptores de sefales
de daio (DAMPs por sus siglas en inglés) [32]. Las concentraciones de ubicuitina extracelular en plasmay
suero en humanos se han reportado <10 nM. Asimismo, se ha descrito su presencia en LCR, liquido
bronquial y orina [33]. Diversos estudios in vitro e in vivo han sugerido que la ubicuitina extracelular
proviene de una liberacidn pasiva proveniente del recambio celular (principalmente eritrocitos) y de la
secrecidon activa de diversas células, principalmente células mononucleares periféricas, monocitos y
linfocitos [34, 35]. La ubicuitina extracelular tiene diferentes funciones, tales como su accidon bactericida



[36] y participacion en la diferenciacion, activacidn e induccidon de apoptosis de granulocitos, monocitos
y linfocitos [35].

Saini et al [37] mostraron mediante estudios de sobre-expresidn y silenciamiento génico, asi como
ensayos de inhibicién competitiva, que el receptor acoplado a proteinas G, CXCR4 es el receptor de
superficie funcional para ubicuitina extracelular. Sin embargo, tiene menor afinidad (2 veces) que el otro
ligando conocido como candnico, CCL12 (SDF-1a). La unién de ubicuitina a CXCR4 correlaciona con el
numero de receptores expresados en la superficie celular. Se ha demostrado que la unién de ubicuitina
extracelular a CXCR4 desencadena una cascada de sefializacion, con efectos dosis dependiente, dentro de
los cuales se destacan el incremento de la liberacion de calcio intracelular mediado por la activacion de
fosfolipasa CB (PLCB); disminucidn de los niveles de AMPc [37]; fosforilacion de ERK-1/2, cinasa ribosomal
1 (RSK1) y Akt [38].

Se ha reportado que la sefializacién mediada por ubicuitina extracelular es capaz de regular la
respuesta inmune mediante diversos mecanismos, dentro de los cuales se encuentran la induccién de
apoptosis de células de hematopoyéticas, mediante la activacion de caspasa-3 y la supresién de la
proliferacién mediada por la induccién de degradaciéon proteosomal de STAT3 [34]. Ademas, la ubicuitina
extracelular es capaz de regular la sintesis de diversas citocinas. Especificamente, inhibe la produccion de
TNF-a mediada por LPS en células mononucleares de sangre periférica [39]. Mediante un modelo animal
de lesion por isquemia-reperfusion en ratas, se demostrd que la ubicuitina extracelular indujo la sintesis
de IL-4, IL-10 e IL-13, lo cual sugiere una respuesta anti-inflamatoria mediada por células Th2 [40].

En concordancia con sus efectos bioldgicos, se han reportado niveles séricos incrementados en
diversas patologias humanas, tales como insuficiencia renal crénica terminal, diabetes mellitus tipo 2,
cardiopatia isquémica, cirrosis hepatica, sepsis y en LEG [32], aunque en este ultimo caso la evidencia es
controversial [33]. Los niveles incrementados de ubicuitina extracelular pueden constituir parte de una
respuesta contrarreguladora ante el estado proinflamatorio de las patologias descritas. Sin embargo, lo
anterior no ha sido evaluado a nivel de subpoblaciones celulares, clave de la respuesta inmune tanto
innata como adaptativa.

En LEG, tanto en el modelo murino como en humanos con la enfermedad, existen reportes
contradictorios sobre la expresion de CXCR4 y CCL12. Algunos de ellos demuestran incremento en la
expresion de CXCR4 en células mononucleares periféricas, asi como linfocitos T y B, principalmente en
subpoblaciones virgenes y depdsito de CCL12 a nivel renal, lo cual correlaciona con la presencia de nefritis
lGpica [41, 42]. Sin embargo, otros autores, han reportado ya sea niveles disminuidos de CXCR4 en
linfocitos B de pacientes con LEG o ausencia de cambio en la expresidon en comparacién con controles
sanos [43, 44]. Estas diferencias pueden deberse a la heterogeneidad de pacientes incluidos en los
estudios y a los métodos de deteccidn de CXCR4.

En resumen, la NETosis se encuentra asociada a diversas enfermedades autoinmunes, incluyendo
el LEG. Esto se debe principalmente a la exposicién de autoantigenos, tanto nucleares como de los
granulos antimicrobianos, en el medio extracelular. La mieloperoxidasa, uno de los principales
componentes de las NETs, parece tener un papel dual en el sistema inmune. En algunos pacientes con
LEG se ha documentado una NETosis incrementada, asi como deficiencias en su degradacién. Ademas, se



ha demostrado que las NETs pueden sufrir modificaciones postraduccionales, algunas de las cuales
constituyen la formacidn de autoantigenos que pueden relacionarse a respuestas autoinmunes
patogénicas. La ubicuitinacion esta estrechamente relacionada con la regulacion del sistema inmune y se
ha demostrado el papel que tienen las ligasas de ubicutina tipo RING, como Cbl-b, en la tolerancia
periférica y especificamente en LEG. Asimismo, la evidencia actual sugiere que la ubicuitina que se
encuentra en el medio extracelular, la cual sefializa a través de CXCR4, es capaz de regular la respuesta
inmune contra sefales de dafio y puede tener un efecto sobre la induccién de diversas citocinas y la
liberacion de calcio intracelular, lo cual podria estar implicado en la modulacién de NETs en pacientes con
LEG. Por lo anterior, tanto la ubicuitina extracelular como el sistema de ubicuitinacién intracelular pueden
funcionar como reguladores clave de la NETosis en LEG, lo cual no ha sido evaluado previamente y
constituye el objetivo del presente trabajo.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Dentro de la fisiopatologia del LEG, considerado el prototipo de enfermedad autoinmune
sistémica, existen diferentes mecanismos que llevan a alteraciones en la tolerancia periférica. Se ha
estudiado la importancia que tienen distintos grupos celulares en la pérdida de tolerancia, incluyendo a
los linfocitos B y T, las células dendriticas y, recientemente, se ha retomado el papel de los neutréfilos y,
junto con éstos, el papel que pueden jugar las NETSs.

La NETosis tiene como caracteristica fundamental la presencia de autoantigenos nucleares e
intracelulares en el medio extracelular, lo cual puede favorecer una ruptura en la tolerancia y desarrollo
o perpetuacién de respuestas autoinmunes patogénicas. Por ello, es importante que exista un adecuado
balance entre su produccidn y el proceso de degradacion e internalizacion. En pacientes con LEG se han
encontrado deficiencias en la degradacidn de NETSs, especificamente asociadas a la DNAsa. Sin embargo,
no se conoce si la internalizacidon por medio de macroéfagos se encuentra alterada en LEG y si podria
favorecer una respuesta proinflamatoria.

Por otro lado, se ha demostrado que las NETs pueden sufrir modificaciones postraduccionales
(MPT), algunas de las cuales favorecen ain mas la presencia de autoantigenos que puedan relacionarse
al desarrollo de patologia autoinmune, como pueden ser las histonas modificadas. La MPT mds estudiada
en NETs, y que se considera fundamental para su formacion, es la citrulinacién. Sin embargo, también se
ha demostrado que las proteinas de las NETs pueden sufrir acetilacion o metilacidon. La ubicuitinacion,
otro tipo de MPT, esta estrechamente relacionada con la regulacién del sistema inmune, asi como con la
degradacion proteica a través del proteosoma. Ademas, se ha demostrado que ligasas de ubicuitina de la
familia RING, como Cbl-b, participan en el mantenimiento de la tolerancia periférica y tiene un papel
especifico en LEG.

Por lo tanto, es importante definir si hay ubicuitinacién en las NETs de los pacientes con LEG y las
implicaciones que esto puede tener, no solo para su internalizacién y degradacidn, sino también para la
regulacion y funcion de diferentes componentes del sistema inmune.



PREGUNTAS DE INVESTIGACION

» (Existen proteinas ubicuitinadas en las NETs? En caso de ser asi, ¢existen diferencias en los
patrones de ubicuitinacidén y las proteinas ubicuitinadas entre los pacientes con LEG y los
controles sanos?

» (Existen diferencias en la internalizacion de las NETs regulada por ubicuitinacién, asi como una
respuesta inflamatoria diferencial asociada a la internalizacion, entre los pacientes con LEG y los
controles sanos?

» (Existen efectos intracelulares ejercidos por la ubicuitina de las NETs a través del receptor
CXCR4 en los macréfagos?

HIPOTESIS

* Existe un patrén diferencial de ubicuitinacion entre los pacientes con LEG y los controles sanos.

* Existen alteraciones en la internalizacion de las NETs asociadas a defectos en la ubicuitinacion, asi
como una respuesta proinflamatoria asociada a la internalizacién de NETs en pacientes con LEG.

* La ubicuitina de las NETs activara CXCR4 y tendrd un efecto proinflamatorio en los macroéfagos.

OBIJETIVO GENERAL

Evaluar los mecanismos de regulacion de las NETs mediados por ubicuitinacion y la respuesta
inflamatoria relacionada a la internalizacidon de las NETs en pacientes con LEG en comparacidon con
controles sanos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
*  Comparar la ubicuitinacion de las NETs de los pacientes con LEG y los controles sanos.
* Comparar proteinas ubicuitinadas en las NETs de los pacientes con LEG y los controles sanos.
* Evaluar la sintesis de citocinas asociada a la internalizacién de NETs por macréfagos.

* Valorar el efecto de la ubicuitina de las NETs y el receptor CXCR4 sobre los macroéfagos.



MATERIAL Y METODOS
Se realizé un estudio transversal, comparativo.
Criterios de inclusion

Se incluyeron pacientes con LEG de 18 a 50 afios de edad que acudieron al Instituto Nacional de
Ciencias Médicas y Nutriciéon Salvador Zubiran. Debian cumplir por lo menos cuatro criterios de
clasificacidn del Colegio Americano de Reumatologia [45] para LEG y estar en remisidn (SLEDAI= 0 puntos)
o tener enfermedad activa (SLEDAI 26) [46], sin tratamiento inmunosupresor en el mes previo a la toma
de muestra. Se incluyeron controles ajustados por edad (+5 afios) y género.

Criterios de exclusion

Se excluyeron mujeres embarazadas, pacientes con VIH u otra inmunodeficiencia, pacientes
trasplantados y pacientes con alguna otra enfermedad autoinmune (excepto sindrome de anticuerpos
antifosfolipidos). Ademas, se excluyeron sujetos con infecciones en las ultimas dos semanas previas a la
toma de muestra. Los controles sanos con historia familiar de enfermedades autoinmunes, al igual que
aquéllos que hubieran presentado un cuadro infeccioso en las dos semanas previas, fueron excluidos.

Tamafiio de muestra

Se tomo a partir de los resultados publicados [6] en cuanto a la degradacion de NETs en pacientes
con LEG en comparacion con controles sanos. Al momento actual no hay datos precisos sobre la
internalizacién de NETSs, por lo que se tomd como surrogado su degradacion para el calculo del tamafio
de muestra. Se considerd una significancia a dos colas del 5% y un poder de 95% con una delta de 0.36.

N= 2Ks2 N=2.66 N=20.52 + 10% = 23 sujetos por grupo
A2 0.129

Procedimientos del estudio

Se obtuvieron muestras de sangre venosa periférica de todos los sujetos. Se registraron variables
clinicas, demograficas y de laboratorio de todos los sujetos. En el caso de los pacientes con LEG, se calculd
el indice de actividad SLEDAI y se midieron anticuerpos anti-DNAdc por ELISA y las fracciones C3 y C4 del
complemento por nefelometria.

1. Aislamiento de neutréfilos de sangre periférica

Los neutrdfilos se aislaron por medio de separacion de gradientes de densidad con Ficoll-
Hypaque. Se aspiraron las capas superiores, dejando Unicamente la inferior (eritrocitos y
neutrofilos). Se utilizé Dextran 20% para precipitar los eritrocitos y separarlos de los neutréfilos.
Para remover los eritrocitos residuales, se realizé lisis con solucidn salina hipotdnica (0.2%).
Después de centrifugar 10 min a 1600 rpm, se desechd el sobrenadante y se resuspendieron las
células en medio de cultivo RPMI, evaludndose en términos numéricos y de viabilidad con azul
tripano.

Granulocitos de baja densidad: Para el aislamiento de granulocitos de baja densidad (LDG), se
aislaron células mononucleares mediante gradiente de densidad y se realizé lisis de eritrocitos
como se describié previamente. Posteriormente se agregd anticuerpo anti-CD10 para la
purificacién de LDG. A continuacion, se agregaron perlas magnéticas anti-biotina y se purificaron
los granulocitos de baja densidad mediante seleccion magnética positiva. Se verificd la pureza



mediante citometria de flujo multiparamétrica, identificando a los granulocitos de baja densidad
como CD10*/CD15*/CD14%. [11, 47]

2. Induccion de NETs

Una vez aislados los neutrdfilos y los granulocitos de baja densidad, se colocaron en placas de 24
pozos (2 millones de células por pozo). Se incubaron con medio de cultivo RPMI por una hora para
la produccién de NETs. En el caso de los neutrdfilos de sujetos sanos, se realizé estimulo con
lipopolisacarido (LPS, 1ug/ml). En el caso de pacientes con LEG, se obtuvieron NETs por medio de
estimulo con LPS o sin otro estimulo (NETs espontdneas). En el caso de los granulocitos de baja
densidad, Unicamente se obtuvieron NETs espontdneas. Después de la incubacion de una hora a
37°C, se aspird el sobrenadante y se colocé una solucion de RPMI con micronucleasa. Se realizd
una segunda incubacién de 15 minutos. Se tomd el sobrenadante y se centrifugd a 4000 rpm por
5 minutos a 4°C. Después se recuperd el lisado de las NETs, desechando el pellet obtenido, y se
almacend a -20°C para su posterior andlisis.

3. Cuantificacion de NETs
Se cuantifico el DNA de las NETs mediante incubacion con Sytox Green (0.2 mM). Se incubd por
90 minutos a37°Cen una placa de 96 pozos con fondo oscuro. Después se leyd a una fluorescencia
de 485/528 nm.

4. Ensayos de deteccion de ubicuitinacién en NETs mediante Western Blot

Se realizé Western Blot de las NETs al separar cantidades iguales de proteina (100-400 pg) a través
de electroforesis en un gel de poliacrilamida (4-20%). Se realizé transferencia a membranas de
PVDF o de nitrocelulosa. Se usaron anticuerpos anti-ubicuitina total, anti-K48 (para reconocer
proteinas poliubicuitinadas a través de la lisina 48) y anti-K63 (para reconocer proteinas
poliubicuitinadas a través de la lisina 63). Se emplearon anticuerpos secundarios correspondientes
y se revelaron mediante quimioluminiscencia. Fueron analizados mediante un analizador de
imagenes digital con cdmara CCD fria (Chemidoc MP, Biorad) y fueron cuantificados mediante
densitometria con el programa Imagelab (Biorad).

5. Inmunoprecipitacion de NETs
Se realizé inmunoprecipitaciéon para NETs en los lisados provenientes de las NETs (400 ug de
proteina) con la técnica de microesferas magnéticas (Dynabeads, Invitrogen). Se utilizé anticuerpo
anti-ubicuitina P4D1 (10 pg). Se realizaron ensayos de inmunoprecipitacion por método indirecto.
Después fueron analizadas por Western Blot como se describié anteriormente para la busqueda
de potenciales sustratos conjugados a ubicuitina, como MPO (Dako).

6. Inmunofluorescencia / microscopia confocal
Una vez que se aislaron y contaron los neutréfilos (cantidad aproximada, 1.5 millones/ml), se
sembraron en cubreobjetos cubiertos con poli-L-lisina. Se incubaron con RPMI por 90 minutos para
inducir la formacion de NETs. Después se fijaron y refrigeraron a 4°C. Las células fijadas se lavaron
con PBS, se bloquearon con gelatina porcina 0.2% y se incubaron con anti-elastasa humana (1:500)
y anti-ubicuitina (1:250) a 37°C por 30 minutos. Después se incubaron con anticuerpos secundarios
conjugados con Alexa Fluor por 37 minutos a 37°C. El DNA nuclear se detectd mediante tincion
con Hoechst 33342 (1:100) por 10 minutos a temperatura ambiente. Los cubreobjetos se
analizaron al microscopio. Las células positivas para elastasa de neutrdfilos y tincidon nuclear se
consideraron productoras de NETs. Las NETs han sido descritas como un area de fluorescencia
brillante mas grande que los neutrdéfilos, con una morfologia caracteristica. Por medio de



microscopia confocal (Nikon A1R+), se buscd co-localizacién de la ubicuitina con las NETs. Se
analizé con Nikon NIS Elements v 4.5.

7. Deteccidn de anticuerpos anti-MPO ubicuitinada

Se realizd mediante ELISA no comercial. Brevemente, se utilizd una molécula de MPO
recombinante (R&D systems) y una molécula de MPO purificada de humano (Lee Biosolutions), a
una concentracion de 100 ng/ml. Se diluyeron en PBS + 10% de suero bovino fetal (SBF) y en una
placa de 96 pozos, se cubrieron los pozos con 100 pl de solucién y se dejaron incubar por 12 horas.
Después se realizaron lavados y bloqueo con PBS + SBF 10%. Se agregaron 100 pl de los sueros de
los sujetos a estudiar (5 pl de suero en 500 pl de PBS + SBF 10%). Se realizaron lavados y se afiadié
anticuerpo conjugado anti-IgG de humano (INOVA). Se dejoé en incubacidn, se agreg6 el sustrato y
se realizd la lectura a una absorbancia de 450 nm (lector Sunrise/Tecan). Los resultados fueron
normalizados conforme a la concentracion de anticuerpos anti MPO encontrada en el suero de
controles sanos.

8. Evaluacion de la sintesis de citocinas por macréfagos cultivados con NETs.

Se evaluaron los niveles de citocinas en sobrenadantes de macrdéfagos cultivados con NETs. Se
aislaron células mononucleares de sangre periférica por medio de gradiente de densidad. Después,
por medio de separacidn positiva por columnas magnéticas, se obtuvieron las células CD14*. Se
cultivaron un millén de células por pozo en placas de 24 pozos con RPMI/suero bovino fetal y se
agregd M-CSF (50 ng/ml). Posteriormente, al documentarse morfolégicamente la diferenciaciéon a
macréfagos, éstos se estimularon con 50 pg de NETs de distintos pacientes con LEG (tanto
espontdneas como estimuladas con LPS) por 6 horas. Se midié la produccidon de citocinas (IL-6, IL-
10 BD y TNF-a) por ELISA (Becton Dickinson para IL-6 e IL-10, eBioscience TNF-a)

9. Ensayo de flujo de calcio
Se aislaron macrdéfagos derivados de monocitos de pacientes con LEG y controles como se
describié anteriormente y se colocaron en placas de 96 pozos. Se estimularon con ubicuitina
recombinante humana (1 pg) o 50 pug de NETs provenientes de controles sanos, pacientes con LEG
y LDG. Ademas, en ciertas condiciones se agregd un inhibidor de CXCR4 (AMD 3100, 3.3 uM). Se
midio el flujo de calcio intracelular por medio del ensayo Fluo-4 NW Calcium Assay Kit (Invitrogen),
con un lector de fluorescencia (Omega 3) a 494/516 nm.

Andlisis estadistico

Los resultados fueron expresados en términos de media y desviacion estandar o mediana e
intervalo intercuartilar, dependiendo de la distribucion de la muestra. Las comparaciones entre grupos se
realizaron mediante prueba t de Student para muestras independientes o muestras pareadas, segun fue
conveniente. Para medir correlacion, se utilizé el coeficiente de Pearson o Spearman, segin fuera
conveniente. Se consideré como significancia estadistica una p<0.05. El andlisis se realizé con apoyo del
programa estadistico SPSS para Windows version 19.0.

Consideraciones Eticas

La participacién de los pacientes y controles fue voluntaria; cada individuo firmé una hoja de
consentimiento informado. Los investigadores se apegaron a los preceptos de la Declaracion de Helsinki.
Asimismo, seguimos los lineamientos éticos en materia de investigacion que sefiala la Norma Oficial
Mexicana (NOM 166-SSA1-1997). El protocolo de investigacidon contd con aprobacién por los comités de
ética e investigacion institucionales (Ref 1243).



RESULTADOS

Se incluyeron 38 pacientes con LEG y 38 controles sanos, ajustados por edad y género. La mayoria de las
pacientes eran mujeres (89.4%), con un promedio de edad de 30.3 + 8.77 afos. Treinta y cinco de los
pacientes incluidos tenian un SLEDAI mayor a 6. Las variables asociadas a LEG se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Principales caracteristicas clinicas y serolégicas de los pacientes con LEG

Caracteristica Media (+ DE)
SLEDAI 17.97 + 8.89
Anti-DNAdc (mg/dl) 711.289 + 1684.95
C3 (mg/dl) 50.14 + 25.5
c4 (mg/dl) 10.85 + 5.33

Se aislaron neutréfilos de todos los sujetos incluidos y se aislaron granulocitos de baja densidad de 15

pacientes con LEG. En todos los casos se indujo la produccién de NETSs.

1.

Las NETs contienen proteinas ubicuitinadas

Se realizaron ensayos de Western Blot con NETs obtenidas de pacientes con LEG y controles, como
se describe en Material y Métodos. Se encontré que habia ubicutina en las NETs. Ademas,
encontramos proteinas ubicuitinadas, especificamente poliubicuitinadas, a través de la lisina 48
y la lisina 63, tanto en NETs de pacientes con LEG (provenientes de LDG y de neutréfilos
convencionales) como en NETs de controles sanos (ver fig. 1). Ademads, se realizd
inmunoprecipitacién para ubicuitina total, encontrando patrones de ubicuitinacién en las NETs
tanto de pacientes, como de controles sanos. En un subgrupo de pacientes se utilizé MG132
(20uM), un inhibidor del proteosoma, durante la incubacion de los neutrdfilos para la formacidon
de NETs, con la finalidad de aumentar la concentracién de proteinas ubicuitinadas. Sin embargo,
a esa concentracion, no se observd un aumento en la cantidad de ubicuitina en las NETs obtenidas
por este método.

La presencia de ubicuitina en las NETs también fue demostrada por inmunofluorescencia, como
se muestra en la figura 2.



Figura 1. Patron diferencial de poliubicuitinacion en NETs de pacientes con LEG.
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En la figura se muestra la presencia de proteinas poliubicuitinadas en NETs. Brevemente, se aislaron
neutrofilos de controles sanos y pacientes con LEG (tanto convencionales como granulocitos de baja
densidad [LDG] en el caso de los pacientes con LEG) y se estimularon para la formacién de NETs. Se
obtuvieron las NETs y se analizd la expresién de proteinas poliubicuitinadas a través de las lisinas 48 (K48)
y 63 (K63) por medio de Western Blot. Se muestran imagenes representativas de cada western blot para
deteccion de K48 y K63 respectivamente.



Figura 2. Las NETs de los pacientes con LEG muestran la presencia de ubicuitina

Se aislaron neutrdfilos de controles sanos y pacientes con LEG. Se colocaron en cubreobjetos
(aproximadamente 1.5 millones células/ml) y se estimularon con LPS o Gnicamente con medio RPMI para
la formacidn de NETs. Se realizé inmunofluorescencia con anti-elastasa (1:500), anti-ubicuitina (1:250) y
Hoechst (1:100), asi como anticuerpos secundarios conjugados con Alexa Fluor. Se analizé por medio de
microscopia confocal. Las imdagenes positivas para elastasa de neutréfilos y tincién nuclear, con
morfologia caracteristicas, se clasificaron como NETs. Se muestra una imagen representativa en la que se
observa colocalizacién de ubicuitina con los demds componentes de las NETSs.



2. Existe un patron diferencial de ubicuitinacion entre pacientes con LEG y controles

Mediante Western Blot, se encontré un patrén diferencial de ubicuitinacién entre pacientes con
LEG y controles sanos. Ademds de documentarse multiples bandas para proteinas ubicuitinadas
en diferentes pesos moleculares, al cuantificar por densitometria, se encontré que habia menor
expresion de proteinas poliubicuitinadas a través de K63 (p<0.05) en los pacientes con LEG en
comparacién con controles sanos, como se muestra en la figura 3A. También hubo una tendencia
a menor expresion de de proteinas poliubicuitinadas a través de K48 en las NETs provenientes de
LEG vs controles sanos, pero dicha diferencia no alcanzé significancia estadistica (p=0.072, fig. 3B).

Para corroborar estos resultados, se realizé un ensayo de ELISA para ubicuitina. Al analizar NETs
de controles, neutréfilos convencionales de pacientes con LEG y granulocitos de baja densidad de
pacientes con LEG, se encontré una menor concentracion de ubicuitina total en las NETs de los
pacientes con LEG en comparacion con los controles sanos (p<0.05). De manera interesante, las
NETs que tuvieron menor cantidad de ubicuitina fueron las de los granulocitos de baja densidad
(ver fig. 4), sugiriendo que las NETs producidas por células con mayor capacidad proinflamatoria
tienen menos proteinas ubicuitinadas, lo cual pudiera ser secundario a un efecto contra-
regulatorio.



Figura 3. Las NETs de los pacientes con LEG muestran menor cantidad de proteinas poliubicuitinadas
a través de K63.
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Se aislaron neutrofilos de controles sanos y pacientes con LEG y se estimularon para la formacidn de NETSs.
Se obtuvieron las NETs y se analizd la expresion de proteinas poliubicuitinadas a través de las lisinas 63
(a) y 48 (b) por medio de Western Blot. Se muestran figuras representativas que demuestran la diferencia
entre patrones de ubicuitinacion entre pacientes con LEG y controles. Ademas, se muestra la
cuantificacidon por densitometria de 6 sujetos (expresada en media + EEM), observandose diferencias
entre LEG y controles, con mayor expresion de proteinas ubicuitinadas en estos ultimos.



Figura 4. Perfil cuantitativo diferencial de ubicuitina en NETs de pacientes con LEG y controles sanos
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Se aislaron neutréfilos (tanto convencionales como granulocitos de baja densidad [LDG] en el caso de los
pacientes con LEG) de controles sanos y pacientes con LEG y se estimularon para la formacion de NETSs.
Se obtuvieron las NETs y se analizé la expresion de proteinas poliubicuitinadas de 5 sujetos de cada grupo
a través de ELISA. Las barras representan la media + EEM de la concentracién de ubicuitina en las NETs de
cada grupo de sujetos, demostrandose diferencia entre NETs de controles sanos, NETs de neutréfilos
convencionales en pacientes con LEG y NETs de LDG.

**p<0.05

*¥% n<0.01



La mieloperoxidasa se encuentra ubicuitinada en las NETs y existen autoanticuerpos anti-MPO
ubicuitinada en pacientes con LEG.

Después de comprobar la presencia de proteinas ubicuitinadas en las NETs, se buscaron
componentes especificos de las NETs que estuvieran ubicuitinados. Se investigé dirigidamente la
presencia de mieloperoxidasa ubicuitinada debido a su abundancia en las NETs, asi como su papel
antigénico en ciertas enfermedades autoinmunes. Por medio de inmunoprecipitacién de NETSs, se
encontrd que la MPO efectivamente se encuentra ubicuitinada (fig. 5).

Se compard una proteina de MPO recombinante con una purificada de neutrdéfilos humanos,
encontrando mediante Western Blot, la presencia de ubicuitina total y proteinas poliubicuitinadas
en la proteina purificada (fig. 6).

Para determinar el potencial papel proinflamatorio de la MPO ubicuitinada (MPO-Ub), se realizo
un ensayo de ELISA con suero de pacientes con LEG y controles. Se estudié el suero de 59
pacientes con LEG (los 38 pacientes incluidos y el resto se obtuvo de un banco de sueros) y 37
controles, encontrando mayor concentracion de anticuerpos contra MPO-Ub en pacientes con
LEG que en controles (2.14 vs 1.22, p <0.01) (fig. 7). Ademds, al comparar los anticuerpos contra
la proteina recombinante (MPO) y la proteina purificada (MPO-Ub), se encontré una mayor
concentracién contra esta Ultima en pacientes con LEG (2.14 vs 1.87, p <0.01).

Al comparar los niveles de anticuerpos anti-MPO-Ub con variables clinicas y serolégicas asociadas
a LEG, se encontré una correlacién positiva con el puntaje SLEDAI (r= 0.44, p<0.01), asi como una
correlacién negativa con las fracciones de complemento (C3: r= -0.428, p<0.01; C4: r=-0.432,
p<0.01). No hubo correlacién con los niveles de anticuerpos anti-DNAdc.



Figura 5. Las NETs de pacientes con LEG contienen MPO ubicuitinada
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Se aislaron neutroéfilos de controles sanos y pacientes con LEG y se estimularon para la formacion de NETSs.
Se obtuvieron las NETs y se realizd6 inmunoprecipitacién con anti-ubicuitina por medio de microesferas
magnéticas. Después se realiz6 analisis por Western Blot, con anti-MPO. Se muestra la interaccién entre
MPO vy ubicuitina.

Figura 6. MPO ubicuitinada a través de diferentes patrones de ubicuitinacién
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Se analizd mediante Western Blot la expresidn de proteinas poliubicuitinadas en dos moléculas de MPO.
La primera es recombinante (R&D systems) y la segunda es purificada de humano (LeeBiosolutions). Se
analizo la expresion de proteinas mono y poliubicutinadas (FK2), poliubicuitinacion a través de lisina 48
(K48) y poliubicuitinacion a través de la lisina 63 (K63). Se demuestra que la MPO purificada presenta
tanto mono como poliubicuitinacidn, siendo esta ultima a través de K48 y K63. Se muestran imagenes
representativas de cada Western Blot.



Figura 7. El suero de pacientes con LEG presenta anticuerpos anti-MPO ubicuitinada
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Se analizd la presencia de anticuerpos anti-MPO ubicuitinada (MPO Ub; MPO purificado de humano Lee
Biosolutions) y MPO sin ubicuitina (MPO; MPO recombinante R&D Systems) por medio de ELISA no
comercial. Se analizé el suero de 57 pacientes con LEG y 39 controles sanos. Las barras muestran los datos
acumulados (media = EEM) de la cantidad de anticuerpos (unidades arbitrarias), normalizado para los
anticuerpos anti-MPO en controles sanos. Se observan diferencias significativas entre la concentracién de
anticuerpos entre pacientes con LEG y controles, asi como una mayor concentracién de anticuerpos anti-

MPO Ub en comparacidén con anti-MPO en pacientes con LEG.



4,

Los macréfagos internalizan las NETs y tienen una respuesta proinflamatoria en pacientes con
LEG.

Se aislaron macréfagos derivados de monocitos, tanto de controles sanos como de pacientes con
LEG. Se incubaron por seis horas con NETs y, por medio de inmunofluorescencia, se determiné la
internalizacién de elastasa (que no es expresada por macréfagos), como se describié en Material
y Métodos (fig. 8).

Para determinar si la internalizacion de NETs por medio de macrdfagos es un proceso
proinflamatorio, se obtuvieron los sobrenadantes después de incubar macréfagos con NETs de 7
sujetos (LEG y controles). Se analizé la produccion de TNF-a, IL-6 e IL-10 por medio de ELISA. Se
encontrdé que, en el caso de TNF-a e IL-6, habia una mayor produccién por los macréfagos de
pacientes con LEG cuando eran estimulados con NETs que habian sido generadas con el estimulo
de LPS. En el caso de IL-10, la producciéon fue mayor tanto con NETs generadas de manera
espontanea como con aquéllas generadas con LPS (fig. 9). Estos hallazgos sugieren que la
internalizacién de NETs no es un proceso completamente silente, al menos en células
provenientes de pacientes con LEG.

Figura 8. Los macrofagos derivados de monocitos internalizan elastasa proveniente de las NETSs.

Se aislaron células mononucleares de sangre periférica de pacientes con LEG y controles sanos. Después,
por medio de separacidon positiva por columnas magnéticas, se obtuvieron las células CD14* y se
estimularon con M-CSF para la formacién de macréfagos. Se estimularon 50 pg de NETs de distintos
pacientes con LEG por 6 horas. Se realizé inmunofluorescencia con anti-elastasa y Hoechst . Se analizé por
medio de microscopia confocal. Se muestra una imagen representativa en donde se observa
internalizacién de elastasa de las NETs por medio de los macréfagos.



Figura 9. Los macrofagos producen diversas citocinas en respuesta a la estimulacion con NETs
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Se aislaron macréfagos derivados de monocitos de pacientes con LEG y controles sanos. Se estimularon
con 50 ug de NETs (tanto espontdneas como estimuladas por LPS) por 6 horas. Se obtuvieron los
sobrenadantes y se midieron las concentraciones de TNF-a (A), IL-6 (B) e IL-10 (C) por ELISA. Las barras
muestran los datos acumulados (media + EEM) de la concentracién de cada citocina. Se encontré una
mayor concentracién de las tres citocinas al comparar macréfagos de pacientes con LEG con controles
cuando las NETs fueron estimuladas con LPS. En el caso de IL-10 (C), la concentraciéon fue mayor en
macroéfagos de LEG independientemente del estimulo utilizado para las NETSs.



La ubicuitina extracelular, a través de la sefalizacion de CXCR4, juega un papel en la activacion
macrofagica.

Debido a que la activacion de CXCR4, receptor de ubicuitina extracelular, genera un aumento en
el flujo de calcio a través de la fosfolipasa CB, se analizé el flujo de calcio en macréfagos después
de diversos estimulos. Inicialmente, se estimuld con ubicuitina extracelular recombinante
humana mostrando un aumento con respecto al flujo basal, lo cual disminuyd al agregar un
inhibidor de CXCR4 (fig. 10A). Después, macrofagos de LEG y controles sanos fueron estimulados
con NETs provenientes de controles, pacientes con LEG y granulocitos de baja densidad de
pacientes con LEG. En todos los casos se observd aumento en el flujo de calcio después de la
estimulacion con NETSs, el cual disminuyd al agregar un inhibidor de CXCR4 (fig. 10B y 10C). Al
valorar la respuesta de macréfagos aislados de pacientes con LEG, se encontrd un mayor flujo de
calcio con las NETs derivadas de controles. El aumento menos significativo se observé con las
NETs provenientes de granulocitos de baja densidad (fig. 10D). Estos hallazgos correlacionan con
lo documentado mediante ELISA para ubicuitina en NETSs.

Al corroborar que la ubicuitina y las NETs favorecen un aumento en el flujo de calcio, se considerd
la hipétesis de que la ubicuitina extracelular podria favorecer NETosis en neutréfilos adyacentes,
ya que el aumento en los niveles de calcio intracelular es uno de los primeros mecanismos por los
cuales se inicia dicho proceso. Sin embargo, los resultados de generacién de NETs con
estimulacidon con ubicuitina (0.5 pg/ml), asi como inhibicion de CXCR4 (AMD 100 50 puM), fueron
poco consistentes. En algunos sujetos hubo una importante induccién de NETs al estimularlos con
ubicuitina, pero esto no siempre fue replicado. Ademas, los resultados al agregar un inhibidor de
CXCR4 fueron variables (tanto aumento como disminucion en la produccién de NETSs).



Figura 10. Flujo de calcio en macrofagos en respuesta a ubicuitina y NETs

A. Respuesta a ubicuitina

8

8

Relative fluorescence

- Ninguno
Ubicuitina (1 ug)

Ubicuitina (1 pg) + inh CXCR4

2 © ®

Time (s)

B. Macréfagos LEG con NETs e inhibidor de CXCR4

Relative Nuorescence

- Ninguno

= NET contral

** NET control +
inh CXCRA

Time (a)

000

- Ninguno
«+ NET LEG

® NET LEG +
inh CXCR4

0
Time (s)

C. Macroéfagos control NETs e inhibidor de CXCR4

i 3

§

- Ninguno
- NET control
& NET control +
inh CXCR4

Relative Nuorescence

§

e wUOTRRCENCE
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Se aislaron macrdéfagos derivados de monocitos de pacientes con LEG y controles sanos. Se estimularon
con ubicuitina recombinante (A) o con 50 pg de NETs de controles, pacientes con LEG y LDG derivados de
pacientes con LEG(B-D). Ademas, se utilizdé un inhibidor de CXCR4, el receptor de ubicuitina extracelular
(A-C). En todos los casos se midié el flujo de calcio por medio del ensayo Fluo-4 NW Calcium Assay Kit. Se
observa un mayor flujo de calcio con ubicuitina (A) y con NETs (B-D), que disminuyé al agregar el inhibidor
de CXCR4 en todos los casos. Ademas, se observé un flujo de calcio diferencial al agregar NETs de controles

sanos, pacientes con LEG y LDG (D).
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

En los ultimos afos, las NETs han cobrado especial relevancia en la fisiopatologia de diversas
enfermedades autoinmunes, incluyendo el LEG. Se han visto asociadas con diferentes manifestaciones de
la enfermedad y sus componentes se han asociado con tipos especificos de dafio. Por tal motivo, se han
intentado caracterizar de manera mas precisa dichos componentes y el papel que pueden jugar en
distintos padecimientos inmunoldgicos. En este trabajo describimos por primera vez que existen
proteinas ubicuitinadas en las NETs, asi como la presencia de ubicuitinacion de la molécula de
mieloperoxidasa, uno de los principales componentes de estas trampas extracelulares.

Encontramos que existen proteinas poliubicuitinadas en las NETs, tanto a través de la lisina 48
como de la lisina 63. Esto podria tener implicaciones en diversas funciones de sistema inmune. La
ubicuitinacién a través de la lisina 63 esta involucrada en distintos procesos celulares, como la reparacion
de DNA, la senalizacion a través de NF-kB y la regulacién del transito endosomal, todos los cuales tienen
relacion con la respuesta inmune. A diferencia de otras formas de poliubicuitinacién, no tiene relacion
con la degradacion proteica a través del proteosoma [25].

De manera interesante, encontramos una mayor ubicuitinacion en NETs provenientes de
neutrdéfilos de controles sanos que en NETs de pacientes con LEG. A su vez, las NETs provenientes de
granulocitos de baja densidad fueron las que tuvieron menor expresion de proteinas ubicuitinadas. Esto
podria tener relaciéon con la menor expresion de ligasas de ubicuitina en LEG, como se demostré con Cbl-
b en linfocitos T [31]. Por otro lado, existen resultados controversiales acerca de los niveles de ubicuitina
en suero en pacientes con LEG, ya que se han encontrado resultados tanto elevados [32] como
disminuidos [33], al compararlos con controles sanos.

En cuanto al efecto que podria tener esta expresion diferencial de ubicuitina en las NETs, existen
diferentes posibilidades. Por un lado, la ubicuitina en su forma extracelular se ha relacionado con una
respuesta predominantemente anti-inflamatoria y contrarreguladora en estados como sepsis[32, 40]. Por
lo tanto, su mayor presencia en controles sanos podria constituir un mecanismo regulador de un estado
proinflamatorio que conllevé a NETosis, el cual estaria ausente o deficiente en pacientes con LEG, y por
lo tanto, la menor cantidad de ubicuitina en NETs de pacientes con LEG y particularmente en LDG seria
un mecanismo que podria perpetuar la respuesta autoinmune patogénica en un estado proinflamatorio
persistente. Sin embargo, no se puede descartar que la modificacidn que ocasione la ubicuitina en ciertos
autoantigenos (como los que estan presentes en las NETs), podria volverlos mds inmunogénicos o que su
sefializacion a través de CXCR4 [37] favorezca una respuesta inflamatoria.

Ademas, encontramos que MPO es una proteina que se encuentra ubicuitinada dentro las NETSs.
Como se menciond anteriormente, MPO parece jugar un papel dual en inflamacién y autoinmunidad.
Especificamente en LEG se ha asociado a dafio endotelial, favoreciendo aterosclerosis acelerada [15], y a
nefritis, por el papel que juega en las NETs [6, 11]. Sin embargo, el hecho de que ratones deficientes en
MPO hayan tenido una menor respuesta inflamatoria en el rifidn, como encontraron Odobasic, et al pone
en duda si su papel es Unicamente proinflamatorio. Ademas, en ese mismo estudio no se encontraron
anticuerpos anti-MPO en los ratones [16]. Otro hallazgo que pareceria favorecer una respuesta anti-
inflamatoria de MPO en LEG es el del Bouali et al [48], quienes encontraron que el polimorfismo G-463A



en el gen de MPO, que se asocia con una menor expresidén de esta molécula, se asocié a nefritis lipica en
afroamericanos.

En contraste con lo reportado por dichos autores, en nuestros hallazgos, MPO actia como una
molécula inmunogénica, ya que encontramos mas anticuerpos contra las dos formas de MPO en pacientes
con LEG que en controles. Sin embargo, es importante considerar que el trabajo de Odobasic estudié un
modelo murino in vivo, mientras nuestros hallazgos fueron con muestras de pacientes analizadas in vitro.
Ademas, considerando que la existencia anticuerpos contra MPO ya ha sido demostrada en ciertos
pacientes con nefritis lUpica por otros grupos [49, 50], una hipdtesis seria que la ausencia o cantidades
disminuidas de MPO prevendria la formacién de dichos autoanticuerpos, favoreciendo una menor
respuesta inflamatoria, en concordancia con los datos del modelo murino deficiente.

El otro hallazgo significativo es que los pacientes con LEG tuvieron una mayor concentracion de
anticuerpos contra MPO-Ub que contra MPO no conjugada con ubicuitina. Al respecto, se han propuesto
hipotesis acerca del papel que puede jugar la ubicuitina como MPT y como proteina antigénica. Debido a
gue es una proteina altamente conservada y muy abundante en diversas especies, se considera que es
poco propensa a desencadenar una respuesta inmune y que incluso podria proteger a sus sustratos del
reconocimiento del sistema inmune [51]. Sin embargo, al esconder ciertos epitopes, existe la posibilidad
de que podria exponer otros mas inmunogénicos y mas susceptibles a desencadenar una respuesta
proinflamatoria. En este caso, las NETs de pacientes con LEG, que continuamente estdn exponiendo MPO-
Ub, favorecerian la presencia de dichos autoanticuerpos.

De manera interesante, la presencia de anticuerpos anti-MPO no correlaciond con la presencia
de otros autoanticuerpos (anti-DNAdc), pero si lo hizo con la actividad de la enfermedad y, de manera
mads importante, correlaciond negativamente con los niveles de complemento. Esto podria indicar que
dichos anticuerpos tienen la capacidad de fijar complemento, favorecer su depésito en distintos tejidos
(por ejemplo, a nivel renal), disminuyendo sus niveles séricos y desencadenando una reacciéon
proinflamatoria. Esto seria diferente al papel en las vasculitis asociadas a ANCAs, donde los anticuerpos
anti-MPO se asocian a una glomerulonefritis pauci-inmune, sin depdsito de complejos inmunes o
complemento.

Finalmente, en relacidn a la MPO, la influencia que puede tener la ubicuitinacion sobre dicha
molécula y sus efectos sobre el sistema inmune aun esta por definirse. La ubicuitinacién podria estar
involucrada en la funcién dual que se ha descrito sobre MPO en el sistema inmune [14], ya que las
modificaciones ocasionadas por la ubicuitina en la conformacidon de la molécula podrian influir en su
accién enzimatica y en su funcién, tanto intracelular como cuando forma parte de las NETs. Ademas, esto
podria tener efecto en su capacidad oxidativa. Para demostrar el papel fisiopatogénico que puede tener
la MPO-Ub en LEG, se pueden estudiar sus efectos en la activacion y proliferacion de otras celulares (como
células dendriticas y células T), sobre las cuales se ha observado un efecto supresor de la molécula de
MPO [16]. Ademas, falta evaluar su efecto en los macréfagos, donde se demostré una respuesta
diferencial a las NETs y a la ubicuitina, como se discutird mas adelante. Queda pendiente definir si estas
interacciones se podrian ver afectadas por la ubicuitinacién y si hay diferencias en la cantidad de MPO
ubicuitinada entre pacientes con LEG y controles.



Ademads, serd importante determinar si la ubicuitinacion de la MPO tiene efectos en otras
enfermedades, como vasculitis asociada a ANCAs, donde tiene un importante papel como autoantigeno.
No solo existen anticuerpos anti-MPO, pero a éstos se les ha encontrado un papel fisiopatogénico, tanto
en modelos murinos como en humanos [52, 53]. Un caso de vasculitis congénita en el recién nacido de
una mujer con anticuerpos anti-MPO positivos, que fueron transferidos via transplacentaria, claramente
ilustra su importancia en el desarrollo de la enfermedad [54].

En relacién al papel que podria jugar la ubicuitina en su forma extracelular (no unida a las
proteinas de las NETs), encontramos un efecto de aumento del flujo de calcio en los macréfagos al
estimularlos con ubicuitina libre. Esto parece ser mediado por CXCR4, ya que uno de los principales
mecanismos de este receptor es justamente aumentar el calcio por su accién sobre la fosfolipasa CB [37].
Ademas, al inhibir CXCR4, el flujo de calcio disminuyd, en ocasiones por debajo del basal. De acuerdo con
los resultados anteriores, cuando se estimuld a los macréfagos con NETSs, el flujo de calcio fue mayor
cuando éstas provenian de controles. Esto sugiere que la ubicuitina es un mediador de este aumento, ya
gue su concentracion fue mayor en los controles que en los pacientes con LEG. A pesar de que se
corrobord el aumento del flujo de calcio, no se determind si la ubicuitina contenida finalmente tenia un
papel proinflamatorio, por lo que serd importante determinar si el hecho de que las NETs tengan mas
ubicuitina las vuelve mds inmunogénicas. De hecho, los cambios podrian ser no solo relacionados a la
cantidad de proteinas ubicuitinadas, sino también al tipo de proteinas que tuvieran dicha modificacién.

Al estimular macréfagos de LEG con NETs se observd que éstas fueron internalizadas y, como
respuesta, se documentd una importante sintesis de citocinas. Cuando se midieron TNF-a e IL-6, solo se
observé una diferencia con los controles cuando el estimulo para formar las NETs fue LPS. Esto concuerda
parcialmente con lo descrito por Farrera, et al [8], quienes encontraron que al estimular macréfagos tanto
con NETs como con LPS, habia una mayor sintesis de citocinas que al estimularlos Unicamente con LPS.
Una diferencia importante es que, en dicho estudio, los macréfagos fueron estimulados con NETs y LPS y
en nuestro caso, los neutrdfilos fueron estimulados con LPS para la produccién de NETs, pero no fue una
estimulacion directa sobre los macréfagos. Por otro lado, nuestros resultados son similares a lo
encontrado por Carvalheiro et al con suero de pacientes con LEG. Al estimular monocitos con suero de
controles y pacientes con LEG, no observaron producciéon de TNF-a, pero al agregar LPS observaron una
mayor produccion de TNF-a al agregar el suero, y dicho aumento fue mayor cuando el suero provenia de
pacientes activos y/o con titulos altos de anticuerpos anti-DNAdc [55]. Lo observado con LPS en estos tres
estudios probablemente sea secundario a un mecanismo de sinergia, que pudiera ser mediado por TLR4.
Este receptor se ha visto involucrado en la fisiopatologia del LEG, tanto en humanos como en modelos
murinos [56]. El aumento en la expresién de TLR4 en monocitos de pacientes con LEG se asocid a nefritis
[57]. Ademas, Zhang et al [58] describieron que los anticuerpos anti-DNA activan el inflamasoma NLRP3 a
través de TLR4 en macrofagos de pacientes con LEG. Ademas, la estimulacién junto con LPS podria ser
mas parecido a la respuesta convencional, ya que muchas veces las NETs se producen en respuesta a
estimulos infecciosos.

En cuanto a la IL-10, su sintesis fue mayor en los dos casos (estimulo con NETs espontaneas o
estimulo con NETs inducidas con LPS). Esto probablemente esté relacionado con el particular papel que
juega la IL-10 en pacientes con LEG. Aunque tradicionalmente es considerada una citocina anti-



inflamatoria por su efecto sobre células T y macréfagos, se ha encontrado que en pacientes con LEG
favorece la produccion de autoanticuerpos a través de su accidn sobre células B [59]. Considerando este
punto, incluso podria estar relacionada con la produccién de anticuerpos anti-MPO Ub en pacientes con
LEG. Ademas, diversos grupos han documentado niveles elevados de IL-10 en pacientes con LEG [60, 61].
En un estudio longitudinal se consideré como un biomarcador potencial, ya que sus niveles elevados se
asociaron a actividad de la enfermedad y sirvieron como predictores [62]. Incluso, un ensayo clinico
realizado en 6 pacientes con LEG mostré mejoria clinica después de la administracién de un antagonista
de IL-10 [63]. Estos datos sugieren que la internalizacién de NETs por macréfagos en LEG no es totalmente
silente y puede tener un efecto proinflamatorio. Aunado a las alteraciones en su degradacion, la secrecién
de estas citocinas podria constituir otro mecanismo de dafio de las NETs en pacientes con LEG.

En conclusidn, éste es el primer estudio que demuestra que existen proteinas poliubicuitinadas
en las NETs, incluyendo MPO. Ademas, existen diferencias cuantitativas en los patrones de ubicuitinacidn
entre pacientes con LEG y controles, lo cual podria tener implicaciones en el papel proinflamatorio de las
NETs en esta enfermedad. Los pacientes con LEG presentan anticuerpos anti-MPO-Ub, los cuales
correlacionan con otras variables de la enfermedad, especificamente con niveles disminuidos de
complemento. Por otro lado, la ubicuitina presente en las NETs ocasiona un aumento del flujo de calcio
en los macrofagos a través de su receptor, CXCR4. Ademds, los macrdéfagos de pacientes con LEG
sintetizan citocinas como respuesta a la internalizacion de NETs, proceso que se sugiere es dependiente
de la senalizacidn a través de TLR4. Estos procesos, involucrados en la degradacion, asi como el perfil de
ubicuitinacion de las NETs, podrian contribuir a sus efectos proinflamatorios en pacientes con LEG y jugar
un papel en la fisiopatogenia de la enfermedad.
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