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Resumen

Objetivo: Se investigd la proporcion de la expresion génica del receptor variable beta de células T (VB TCR) en linfocitos peri-
féricos CD3+ en pacientes con lupus eritematoso generalizado (LEG) familiar y no familiar. Método: El repertorio de VB TCR se
estudio en 14 familias que presentaban mas de un miembro con LEG. El uso de VB TCR en pacientes con LEG (n = 27) se
compard con el de los miembros sanos de estas familias (n = 47), con 37 pacientes con LEG esporadico y con 15 controles
sanos. La expresion del repertorio de VB TCR se estudio por citometria de flujo multiparamétrica utilizando un arreglo de 24
diferentes anticuerpos monoclonales especificos de genes familiares para VP TCR. Resultados: Se encontrd el mismo perfil de
expresion en las comparaciones entre los casos de LEG esporadico y familiar, asi como en los consanguineos sanos de las
familias multicasos, que incluia una expresion incrementada de VB 5.2, VB 11 y VB 16, y una menor expresion de Vp 3, VB4,
VB 7.1 y VB 7. De manera interesante, solo VB3 17 se expreso de modo diferente entre casos familiares y esporddicos de LEG.
Igualmente, la expresion incrementada de VB 9 fue el distintivo entre los casos de LEG familiar (casos y consanguineos sanos)
y los controles sanos. Conclusiones: Estos resultados refuerzan la nocion de que el perfil final del repertorio VB TCR observa-
do en LEG familiar y no familiar parece surgir de la interaccion de factores genéticos, ambientales e inmunorreguladores, ademds
de que pueden explicar las alteraciones inmunitarias que se observan en los consanguineos sanos de pacientes con LEG.

PALABRAS CLAVE: Repertorio i TCR. Lupus eritematoso generalizado. Lupus eritematoso esporadido. Lupus eritemato-
so familiar.

Abstract

Objective: We investigated the proportion of VB T cell receptor (TCR) gene expression in peripheral CD3+ lymphocytes in
familial and non-familial systemic lupus erythematosus (SLE) patients. Method: The VB TCR repertoire was studied in 14
families in which several members had SLE. The VP TCR usage in SLE patients (n = 27) was compared with that in healthy
members of these multiplex families (n = 47), in 37 sporadic SLE patients who had no relatives with SLE, and in 15 healthy
unrelated controls. VB TCR repertoire expression was studied by multiparameter flow cytometry with the use of an array of 24
different VB TCR gene family-specific monoclonal antibodies. Results: We found the same V3 TCR expression profile in the
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comparisons between sporadic SLE and familial SLE cases and healthy relatives, which included increased expression of V3
5.2, VB 11 and VB 16, and lower expression of VB 3, VB 4, VB 7.1 and VP 17. Interestingly, solely VB 17 was differentially
expressed among sporadic and familial SLE. Also, increased expression of VP 9 was the hallmark among familial SLE (cases
and healthy relatives) in comparison to controls. Conclusion: These results highlight the notion that the final profile of the Vp
TCR repertoire seen in familial and non-familial SLE seems to arise from the interaction of genetic, environmental, and immu-
noregulatory factors. Furthermore, it may contribute to the immunologic abnormalities affecting relatives of SLE patients.

KEY WORDS: VB T cell receptor repertoire. Systemic lupus erythematosus. Sporadic lupus erythematosus. Familiar systemic

lupus erythematosus.

|ntroducci6n

Las células T desempefian un papel importante en
la patogénesis del lupus eritematoso generalizado
(LEG)'. Una manera de distinguir clonas relevantes a
la enfermedad es a través del estudio del receptor de
células T (TCR), mediante el cual las células T reco-
nocen antigenos presentados en interaccién con el
complejo principal de histocompatibilidad?. Se cree
que la cadena beta del TCR es una de las estructuras
mas importantes para la especificidad antigénica®.
Los genes que codifican la regién variable de la ca-
dena beta pueden dividirse en 24 familias que com-
parten secuencias similares®, y por lo tanto pueden
ser de utilidad en la identificacion de subgrupos de
células T activas en enfermedades autoinmunes, en
las que se cree que un numero limitado de autoanti-
genos son la causa del inicio y de la progresion de la
enfermedad. Sin embargo, la informacion respecto al
uso de los genes del receptor variable beta de células
T (VP TCR) en enfermedades autoinmunes es muy
escasa, controversial y se ha enfocado principalmen-
te en el andlisis de células T tisulares en el sitio de
la lesion®7. En pacientes con sindrome de Sjdgren
primario y lesiones linfoproliferativas se han detecta-
do cifras elevadas de células T que expresan molé-
culas codificadas por la familia VB 28, y se ha pro-
puesto el papel de ciertos autoantigenos locales
como los causantes de la expansion clonal®. Tanto en
pacientes con nefritis lipica como en pacientes con
lupus cutédneo se ha demostrado que las células T
que infiltran la lesion renal y la piel exhiben una pro-
porcién mayor de células portadoras de moléculas
TCR codificadas por la familia VB 8, VB 20 y Vp 140"
y de nuevo no se ha podido descartar la expansion
in situ de las clonas de células T que poseen este
rearreglo particular de los genes de V.

En este estudio se describen las proporciones de
células T periféricas que muestran en su receptor
moléculas codificadas por las 24 familias de genes

que codifican para el receptor Vp en pacientes con
LEG familiar y no familiar o esporadico, asi como en
sus familiares consanguineos de primer y segundo
grado. Esto ultimo debido a que una desregulacion
inmunitaria similar a aquella observada en los pacien-
tes con LEG ha sido descrita en estas personas'®'®,
Este acercamiento permite tener control sobre los
efectos genéticos que pueden influir en la susceptibi-
lidad a la enfermedad, lo cual podria ser un patrén de
respuesta especifico a la herencia de un grupo de
genes que contribuyan al LEG.

Método

El estudio incluyé 27 pacientes con LEG que eran
miembros de 14 familias con al menos dos miembros
con LEG, 47 familiares consanguineos sanos miem-
bros de estas 14 familias, 37 pacientes con LEG es-
poradico y 15 controles sanos sin relacion con estas
familias. Todos los pacientes con LEG cumplian los
criterios revisados del American College of Rheuma-
tology'®. Catorce pacientes de las familias con casos
multiples y 28 pacientes con LEG esporadico recibian
tratamiento con corticoesteroides con o sin farmacos
inmunosupresores. En las condiciones experimenta-
les utilizadas, el tratamiento no tenia ningun efecto
sobre el uso de las familias de VP TCR.

En las familias con casos multiples de LEG, los
familiares de primer grado y segundo grado fueron
también estudiados, ademas de los pacientes. Todos
los sujetos incluidos en el estudio son considerados
mestizos mexicanos, es decir, que nacieron en Méxi-
co al igual que sus ultimas dos generaciones. Todos
los participantes en el estudio recibieron informacion
sobre los objetivos y los métodos del estudio, y dieron
su consentimiento informado.

El analisis del repertorio Vp TCR fue realizado por
citometria de flujo. Se tomaron muestras de sangre
periférica de todos los participantes en tubos con
EDTA. Se incubaron 50 pl de sangre con 5 pl de cada
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mezcla de tres anticuerpos monoclonales especificos
para la familia V@B del kit del repertorio de V§ TCR
(Beckman Coulter Immunotech, Marseille, France), y
5 ul de anti-CD3 conjugado con aloficocianina (Immu-
notech). Después de incubacién en hielo por 15 mi-
nutos, y los ocho tubos de cada sujeto fueron hemo-
lisados y fijados con la ayuda de un sistema
automatizado (ImmunoPrep® Beckman Coulter, Mia-
mi. FLA, USA). Las células se analizaron en un citd-
metro de flujo EPICS Elite ESP (Beckman Coulter) o
con Cytomics FC500 (Beckman Coulter). En ambos
citdmetros el isiotiocianato de fluoresceina y la ficoe-
ritrina se excitaron con un laser de argén enfriado por
aire a 488 nm, mientras que la aloficocianina fue ex-
citada con un laser de helio-neén a 633 nm. Las
emisiones de los tres fluorocromos fueron capturadas
a 525, 575 y 675 nm, respectivamente. Las propor-
ciones de las células que expresaban cada uno de
los tres genes Vp en cada mezcla (una conjugada con
isiotiocianato de fluoresceina, otra con ficoeritrina y
otra con ambos fluorocromos) se determinaron en
células CD3+. Un total de 10,000 células CD3+ se
cuantificaron en cada experimento'.

La expresion de cada uno de los genes de VP TCR
se describi6 como media + desviacion estandar. La
comparacion de la expresion de los genes de Vp TCR
entre grupos (LEG esporadico, LEG familiar, familia-
res sanos y controles) se hizo por medio de ANOVA
de una via y correccion de Dunnett’s para multiples
comparaciones. La asociacién de la actividad clinica
de los pacientes y los cambios en la expresion de VP
TCR se analizé por la prueba no paramétrica exacta
de Fisher. Se considerd una diferencia significativa
con un valor de p < 0.05.

Resultados

El repertorio de VB TCR se estudié en 14 familias
con casos multiples de LEG. El empleo de Vp TCR
en pacientes con LEG (n = 27) se comparé con el de
los miembros sanos de la misma familia (n = 47), con
37 pacientes con LEG esporadico y con 15 controles
sanos no relacionados con ninguno de los anteriores.
El andlisis estadistico no mostré diferencias en rela-
cién con el sexo y la edad entre pacientes y controles.
En el caso de los pacientes, tampoco se encontraron
diferencias respecto al tiempo de evolucién de la en-
fermedad, la actividad clinica determinada con SLE-
DAl y el tratamiento.

La tabla 1 muestra los valores de la media y la
desviacion estandar de las proporciones de células T

Tabla 1. Proporciones de células CD3+ que expresan diferentes
genes VP TCR en los diferentes grupos de estudio

Controles LEG LEG familiar ~ Familiares
esporadico sanos
Media DE Media DE Media DE Media DE
VB 1 2530 0.736 3.741 1508 3523 1.073 3.471 1,170
VB2 5941 08 6.695 228 6.803 2123 6.961 2.182
VB 3 6.530 2792 2381 1772 4363 3.001 4.451 3.161
VB 4 2951 2899 13156 1243 2339 1273 2,352 0.955
VB 5.1 4253 1.281 4.088 2092 5173 1625 5.180 1.808
VB 5.2 1719 0648 1997 0973 1.068 0.454 1.164 0.590
VB 5.3 1261 0371 1565 1.336 1.209 0.455 1.514 1.769
VB 7.1 2578 0.626 1.693 1.050 3.074 1.754 2.830 2.048
VB7.2 2286 1,313 1512 0.989 0922 0942 1.213 1.109
VB8 3.881 0.931 4.424 2762 4871 1.451 4784 1.256
VB9 1938 0,438 3964 4585 4909 2833 4.49% 2976
VB 11 2150 1.638 2.083 1.426 0.684 0.326 0.841 0.497
VB 12 1900 0952 2201 2827 1,553 0597 1.778 0868
VB13.1 3129 0.653 3713 1.183 4.044 1369 4371 2842
VB13.2 3341 2816 3.133 4442 2890 2.181 2705 1.162
VB13.6 1869 0.987 1535 0.678 1.759 0.522 1.521 0.592
VB 14 3.030 0.862 2606 3465 3.600 2301 2.763 1.159
VB 16 1421 0875 2484 2947 0.906 0.364 1.039 0.539
Vp 17 4006 1.182 3.095 2143 5764 1.842 4647 1114
VP 18 2263 1478 2.051 2721 1117 1591 0815 0,716
VP 20 2439 1.095 2483 1261 2164 1.102 2190 1.031
VB21.3 2094 0.99 2596 2002 2628 1314 2444 1395
VB 22 3509 0.637 3462 1.708 4.325 1.251 4.298 1.366
VB 23 2743 1981 1.334 1.629 0.821 0.441 0917 0.759

DE: desviacion estandar; LEG: lupus eritematoso generalizado.

CD3+ expresando cada uno de los genes de las 24
familias VB TCR.

La figura 1 representa la media de las proporciones
de los genes de la familia VB TCR en pacientes con
LEG esporadico, LEG familiar y sus familiares sanos,
expresados como la desviacion de los valores de la
media obtenidos en el grupo control. Esta desviacion
fue calculada por la féormula:

% desviacion = [(valor de la media del grupo de
estudio/valor de la media del grupo control) - 1] x 100

la cual es un estimado del incremento o la disminu-
cién relativos de la expresion de estas familias de
genes en los diferentes grupos.
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Figura 1. Desviacion relativa de los valores medios de las proporciones de células T que expresan cada uno de los 24 genes de la familia VB TCR
en pacientes con lupus eritematoso generalizado (LEG) esporadico, familiar y sus familiares sanos, comparados con el valor medio del grupo control.

Se encontrd el mismo perfil de expresion de genes
VP TCR en las comparaciones entre LEG esporadico,
casos familiares y familiares sanos, los cuales
incluyeron una expresiéon aumentada de Vf 5.2, Vp
11y VB 16, asi como una expresién disminuida de Vf3
3, VB4, VB 71y Vp17.

De manera interesante, unicamente VB 17 fue ex-
presado de modo diferente en el grupo de LEG espo-
radico y LEG familiar, con una expresiéon aumentada
entre los casos de LEG familiar cuando se comparé
con los familiares sanos y los controles, asi como una
expresion disminuida en LEG esporadico en compa-
racion con LEG familiar (casos y familiares sanos).
Asimismo, se observé de manera distintiva una ex-
presién aumentada de la familia VB 9 entre los casos
de LEG familiar (pacientes y familiares sanos) en
comparacion con los controles (Tabla 2).

Discusion

Nuestros resultados muestran que el porcentaje del
empleo del dominio VB en linfocitos T CD3+ en suje-
tos sanos fue similar a lo reportado previamente en
la literatura utilizando la misma metodologia'®. Asi,
con este abordaje experimental se encontrd el mismo

perfil de expresion en pacientes con LEG esporadico
en comparacion con los casos de LEG familiar y sus
familiares sanos, que se caracterizé por la expresion
al alza de VB 5.2, Vp 11 y VB 16, asi como una ex-
presion a la baja de VB 3, VP 4, VP 7.1 y VP 17. Este
perfil de expresion sugiere diferencias en el empleo
de genes VP TCR entre los casos de LEG esporadico
y familiar. Estas diferencias se encontraron también
cuando se compararon con los familiares sanos de
las familias multicaso, pero no en los controles sanos
no relacionados con ellas.

Este sesgo y la expansiéon de las células T en
sangre periférica de pacientes con LEG puede ser
resultado de la activacion y la proliferacion de clo-
nas relevantes a la enfermedad. De hecho, se ha
reportado que en las células T de pacientes con
LEG la region determinante de complementacion 3
(CDR3) muestra un empleo restringido de genes Va
y VB, lo que puede sugerir la expansion clonal de
células T en relaciéon con un numero limitado de
epitopos antigénicos'?. En concordancia con lo
anterior, un sesgo en el uso del TCR ha sido rela-
cionado con autoinmunidad, como en el caso del
modelo murido de encefalomielitis autoinmunitaria
experimental?'.
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Tabla 2. Diferencias significativas en la expresion de genes VB TCR entre pacientes con lupus eritematoso generalizado esporadico,
pacientes con lupus eritematoso generalizado familiar, familiares sanos y controles

VB 1 VB3 VB 4 VB 5.2 VB 7.1 VB9 VB 11 VB 16 VB 17
LEG esporéadico vs. LEG familiar ! } 1 ! 1 1 |
LEG familiar vs. familiares sanos I
LEG esporadico vs. familiares sanos ! } 1 ! 1 1 !
LEG esporéadico vs. controles 1 ! !
LEG familiar vs. controles 1 1 1
Familiares sanos vs. controles T 1

1 Significancia (p < 0.05) respecto a aumento/disminucion en la proporcion de células CD3+ expresando cada uno de los diferentes genes VB TCR. Las celdas en blanco
representan ausencia de significancia estadistica. Las familias de genes en que las diferencias no fueron significativas no se muestran en la tabla.

LEG: lupus eritematoso generalizado

Estos resultados sugieren que tales diferencias en
el empleo de TCR VP podrian también estar involu-
cradas en las anormalidades inmunitarias previamen-
te descritas en los familiares de pacientes con LEG'™
5y podrian representar un factor de susceptibilidad
al desarrollo de la enfermedad, aun cuando esto ne-
cesariamente requiere la presencia de otros factores
genéticos o ambientales. Esto pudiera representar la
diferencia entre autoinmunidad y enfermedad autoin-
munitaria. Por lo tanto, el concepto de mosaico de
autoinmunidad adquiere sentido?.

En concordancia con un estudio previo en el cual
se utilizé un acercamiento metodolégico diferente, de-
nominado tipificacién espectral, también se encontrd
un empleo predominante de los genes VB 11y V(3 16
entre los pacientes con LEG, tanto esporadicos como
familiares. Sin embargo, el articulo antes mencionado
no incluyd un andlisis con familias de casos multiples,
como el realizado en este trabajo.

Notablemente, VB 17 fue el unico gen TCR expre-
sado de forma diferente entre los casos de LEG es-
poradico y familiar. En los casos esporadicos, su ex-
presidn es baja en comparaciéon con los casos
familiares y sus familiares sanos. Nuestros resultados
sugieren que las anormalidades en el empleo de Vj
17 pueden ser parte de defectos inmunorreguladores
en el LEG, y su expresion puede ayudar a identificar
susceptibilidad genética entre familiares sanos. La
expresion diferente de este gen entre casos espora-
dicos y familiares de LEG puede tener implicaciones
funcionales relacionadas con la especificidad antigé-
nica de la respuesta inmunitaria, como se ha mostra-
do en el caso del empleo de VB 14, el cual se rela-
ciona con la autoinmunidad hacia histonas vy
nucleosomas®. De hecho, Desai-Mehta A, et al.?
reportaron un aumento de los titulos de anticuerpos

anti-DNA de doble cadena inducidos por una estirpe
de células Th en un paciente con lupus con empleo
predominante de VB 17. Sin embargo, esta cuestion
requiere mayor estudio para aclarar su implicacion
patogénica.

También la expresion incrementada de VP 9 fue el
rasgo caracteristico en el LEG familiar (casos y fami-
liares sanos) en comparacion con los controles sanos
no relacionados, por lo que su sobreexpresiéon puede
ser un indicador del antecedente genético, enfatizando
el requerimiento de otros factores genéticos, asi como
ambientales, para que en conjunto se relacionen con
la expresion clinica de la enfermedad.

Finalmente, no se encontrd asociacion con la acti-
vidad de la enfermedad, como ha sido reportado por
otros autores'®®. Sin embargo, el andlisis de esta
asociaciéon no se encontraba dentro los objetivos de
nuestro estudio y requiere mayor investigacion.

Hasta donde sabemos, este es el primer estudio
sobre el empleo de genes VP TCR que compara gru-
pos de LEG esporadico y familiar, asi como a sus
familiares sanos. Nuestros resultados sugieren que el
empleo de algunos genes de TCR Vf en estos grupos
de pacientes es diferente. Ciertamente, una limitante
del trabajo esta dada por un tamafio de muestra me-
nor que el deseable, pero las familias de casos mul-
tiples para LEG son limitadas tanto en niumero como
en disponibilidad.

Si bien otros acercamientos metodoldgicos, como
la tipificacion espectral, pueden ser mas utiles para
detallar las caracteristicas moleculares de estos ge-
nes TCR Vp, nuestro abordaje podria considerarse
como el paso inicial para profundizar en el andlisis de
aquellos genes que muestran una expresion diferente
entre casos esporadicos y familiares de LEG, como
lo es el VP 17.
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