95 NFOTUTO NBCONAL OF
sk CIDNCIAZ MEDICAS
TE] Y HUHTRILIGN
SALVABOR 20HIRAR

Ciudad de México, a 26 de agosto de 2020

No. Oficio CICUAL-086-2020
Ref. CINVA-IRE 1805

DR. JOSE CARLOS CRISPIN ACUNA, ,, .
DEPTO. DE INMUNOLOGIA Y REUMATOLOGIA
PRESENTE

Estimado Dr. Crispin:

Este comité ha dictaminado que se RECIBE Y ACEPTA el clerre de su proyecto intitulado
“MECANISMOS QUE LIMITAN LA DURACION DE LA RESPUESTA INMUNE Y SU
PARTICIPACION EN EL DESARROLLO DE LA AUTOINMUNIDAD?” con clave CINVA-IRE-
1805-16/20-1.

En caso de tener alguna duda o comentario, se’lo haremos saber.

L

Sin mas por el momento le enviamos un cordial saludo.

ATENTAMENTE

DR. JORGE ALBERTO BARRIOS PAYAN
COORDINADOR DEL COMITE INTERNO PARA EL CUIDADO
Y USO DE LOS ANIMALES DE LABORATORIO

ya

Cep. MVZ. Mariela G. Contreras Escamilla- Departamento de Investigacién Experimental y Bioterio

JABP/bdr -

-

Avenida Vasco do Quiroga No. 15, Colonia Beligaric Dominguez Seccién XVE, C, P, 14080, Alcaldfa Thatpan,
Ciudad de México, México. Tel (52} 54 87 0% 00 www.incinnsz.mx
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Ciudad de México, a 11 de agosto del 2020

DR. JORGE ALBERTO BARRIOS PAYAN
COORDINADOR DEL.CICUAL
PRESENTE '

Estimado Dr. Barrios:

Por este conducto me permito solicitar el cierre del pfotocolo “Mecanismos que limitan la
duracién de la respuesta inmune y su participacion en el desarrollo de la autoinmunidad”

con registro CINVA: IRE-1805, debido a qﬁe el protocolo ha concluido.

Sin otro particular por el momento, quedo de usted.

&

ATENTAMENTE,

4 b

Dr. José Carlos Crispin

Departamento de Inmunologia y Reumatologia

INCMNSZ

Avenida Vasco de Quiroga No. 15, Colonia Belisario Dominguez Seccidn X’W‘ACQ 7 14080, Alcaidia Tialpan,
Ciudad de Meéxico, México, Tel {52) 54 87 09 00 www.incmnsz.mg
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Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran

Departamento de Inmunologia y Reumatologia

Ciudad de México, 11 de agosto de 2020

Dr. Jorge Alberto Barrios Payan

Coordinador N e o
Comité Interno de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio
INCMNSZ T

REF: CINVA-1805 IRE1805-16/20-1

Estimado Dr. Barrios,

Le escribo para informar a Usted y al CICUAL los resultados del proyecto titulado Mecanismos que limitan la
duracion de la respuesta inmune y su participacion.en el desarrollo de la autoinmunidad y para solicitar que se
cierre el proyecto. AN ‘

El objetivo general de este proyecto era evaluar la contribucién de B55p al mantenimiento de la tolerancia
inmunolégica y los efectos producidos por su ausencia. Como resultado de los experimentos propuestos,
obtuvimos resultados que demuestran lo siguiente:

1. B55p es una molécula clave que regula la supervivericia de las células T en estado basal y durante respuestas
inmunes agudas.” o

2. B55p regula la supervivencia de las células T a través de una via de sefalizacion en la que participan AKT,
FoxO y Hrk. Ce ‘

3. La ausencia de B55f se asocia con supervivencia_anormalmente prolongada de células T activadas y de
memoria. Lo anterior amplifica la funcipn efectora de las células T. Dependiendo del contexto, este efecto
puede facilitar el desarrollo de autoinmunidad o mejorar la respuesta de memoria inmune.

Con estos resultados se generd una publicacion (que se anexa a este informe):

Rodriguez-Rodriguez N, Madera-Salcedo IK, Cisneros-Segura JA, Garcia-Gonzalez HB, Apostolidis SA, Saint-
Martin A, Esquivel-Velazquez M, Nguyen T, Romero-Rodriguez DP, Tsokos GC, Alcocer-Varela J, Rosetti F, Crispin
JC. Protein phosphatase 2A B55R limits CD8 T cell lifespan following cytokine withdrawal. J Clin Invest 2020 Aug
4:129479. doi: 10.1172/JCI1129479.

Ademas, los resultados antes descritos se han presentado en diversos foros nacionales e internacionales:
Congresos:

a) Noé Rodriguez-Rodriguez, J. Alejandro Cisneros-Segura, Sokratis A. Apostolidis, Tran Nguyen, George C.
Tsokos, Florencia Rosetti, José C. Crispin. B55B Controls the Termination of Immune Responses by Modulating
the Activity of Akt. Keystone Symposia Conference on Immune Regulation in Autoimmunity and Cancer. 26
al 30 de marzo de 2017. Whistler Conference Centre, Whistler, British Columbia, Canada.

b) Noé Rodriguez-Rodriguez, J. Alejandro Cisneros-Segura, Jorge Alcocer-Varela, Florencia Rosetti, José C.
Crispin. B55p controla la supervivencia de linfocitos T activados mediante la modulacion de la via AKT-FoxO-HRK.
XXIl Encuentro Nacional de Investigadores de la Secretaria de Salud. 18 al 21 de octubre de 2017, San Juan
del Rio, Querétaro.

c) Noé Rodriguez-Rodriguez, J. Alejandro Cisneros-Segura, Sokratis A. Apostolidis, Marcela Esquivel-Velazquez,




Tran Nguyen, George C. Tsokos, Jorge Alcocer-Varela, Florencia Rosetti, José C. Crispin. PP2A B55R limits the
lifespan of self-reactive and pathogen-specific CD8 T cells through the pro-apoptotic molecule Hrk. Xll Congress
of the Latin American Association of Immunology — ALAL 14 al 18 de mayo de 2018, Cancun, Quintana Roo.

Conferencias:

a) José C. Crispin. B558 controls the termination of immune responses by modulating Akt activity. Abril de 2017.
Centro Nacional de Biotecnologia, Universidad Autonoma de Madrid, Madrid, Espafia.

b) José C. Crispin. B55p controls the termination of immune responses by modulating Akt activity. Abril de 2017.
Centro de Gendémica e Investigacign Oncoldgica Pfizer, Universidad de Granada, Granada, Espafia.

¢) José C. Crispin. HRK as a novel fegulator\be“T cell activation in autoimmunity and cancer. Avanzando las
Ciencias Médicas a través de la Investigacion Multidisciplinaria. 7 al 8 de junio de 2018, Instituto de
Investigaciones Biomédicas, UNAM, Ciudad de México. '

&

d) José C. Crispin. Regulacién de la respuesta inmune por_la fosfatasa PP2A. 12 de junio de 2020. Seminario
Institucional, Instituto de Fisiologia Celular, UNAM, Ciudad de México.

N ~:

Finalmente, generaron una tesis de Iiéeh‘ciatura y recibieron un premio:

Tesis: José Alejandro Cisneros Segura. Papel de B-beta en la activacion y en la adquisicion de funciones
efectoras de células T. Licenciatura en Quimica Farmacéutica Biolégica, Facultad de Quimica, UNAM. Tutor:
José C. Crispin.

Premio: Primer lugar en la categoria de investigacion biomédica en el XXIl Encuentro Nacional de Investigadores
de la Secretaria de Salud. 18 al 21 de octubre de 2017, San Juan del Rio, Queretaro

Evidencia de los productos enlistados se anexa a este informe.

&

Le agradezco su atencidn y le envio un saludo cordial

o ;; 4

José C. Crispin
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FACULTAD DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA

OFICIO FMED/BIOQ/INMUNO/JRJ/024/4/2018

ASUNTO: Semana de Inmunologia.

AVENMA DL
MERKICO

JOSE CARLOS CRISPIN ACUNA:

INSTITUTO NACIONAL DE CIENCIAS
MEDICAS Y NUTRICION SALVADOR ZUBIRAN.
PRESENTE. .

Por este medio tengo el agrado de invitarlo a participar como ponente en el evento “3a
Semana de la Inmunologia” que organiza el Departamento de Bioquimica, a través de
las Coordinaciones de Ensefianza y Evaluacion de Inmunologia. El objetivo del evento
es brindar un panorama general del alcance de la Inmunologia en diferentes areas de
las ciencias de la salud, las cuales estaran dirigidas a estudiantes y académicos de
estas areas. Contaremos con diferentes ponencias sobre temas de vanguardia en el
area, asi como un concurso de carteles entre estudiantes de pregrado de las
diferentes escuelas de medicina del pais.

La inauguracion del evento se realizara el miércoles 25 de abril a las 9:30 horas en el
auditorio “Dr. Raoul Fournier Villada” de \Ia Facultad de Medicina de la UNAM, y el
evento se desarrollara del 25 al 27 de abril de 10:00 a 15:005hora‘s, en el mismo recinio.

Su platica se encuentra programada para el dia jueves 26 de abril, en un horario de
10:00 a 10:50, contando con 50 minutos para su participacion, incluyendo el tiempo
de preguntas por parte del publico. El titulo de su ponencia es “Patogénesis de
enfermedades autoinmunes”.

Agradeciendo de antemano su interés en participar con nosotros en esta actividad
académica, nos ponemos a su disposicién para cualquier duda o situacion.

ATENTAMENTE
“POR Mi RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Ciudad Universitaria, Cd. Mx. 16 de marzo de 2018

_z

DR. JESUS RIVERA JIMENEZ
COORDINADOR DE EVALUACION DE INMUNOLOGIA




FrendéusZ, MS Craggl, | Teige
1 Antlbody & Vaccine Group, Cancer Sciences Unit, University of Southampton, UK.
2 Biolnvent International AB, Lund, Sweden

Immunotherapy is an effective strategy for the treatment of cancer. However, these therapies are not successful
for all patients, therefore more potent and targeted approaches are required. Tumours that do not respond well to
therapy typically have a high proportion of immune-suppressive cell populations including regulatory T (Treg) cells.
Depleting these, whilst leaving effector T cells untouched, is desirable for augmenting the efficacy of many current
immunotherapy strategies. Generating antibodies towards tumour specific Treg populations is a highly attractive
strategy to promote enhanced immunotherapeutic responses whilst avoiding unfavourable autoimmune
complications resulting from general Treg suppression. o

In an attempt to generate such reagents, a series of Treg panning strategies were undertaken using the n-CoDeR
phage display library. 100's of unique antibodies were generated, converted to full IgG and further characterised.
The resultant antibodies displayed specificity in 4 groups with mcreasmg selectmty those bmdlng T cells, CD4+ T
cells, CD4+ Foxp3 T cells and tumour specific CD4+ Foxp3 T cells. A series of in vitro and in vivo assays then further
defmed these mAb in their ability to delete Treg targets. Target deconvolution identified anticipated targets, such
as OX40, GITR, 4-1BB and ICOS, within the active antibodies; however anticipated targets did not explain the
efficacy of multiple new mAbs. Further functional and antigen characterisation will be performed to identify lead

candidates that can be assessed in therapeutic model systems, before translating to humans.
& B
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MOG-specific tolerance mechanisms limit autoimmune demyelinating disease following bacterial delivery of
MOG epitope )

Jenny Cosby1, Ryan Martinez1, Brian Evavold?”
TEmory University School of Med1c1ne Department of M1crob10logy and Immunology, Atlanta, GA
*Corresponding author

Multiple mechanisms, mcluding molecular mimicry, have been proposed to describe a relationship between
infection and autoimmunity. Mimic epitopes are suspected to expand self-reactive T cells that can then target
self-antigens which lead to demyelinating disease. We utilize a vaccine strain of Listeria monocytogenes containing
myelin oligodendrocyte glycoprotein (Lm-MOG) to recapittilate the process of molecular mimicry. Use of Listeria as
a vector allows for systemic antigen delivery, heavy bacterial burden for high antigen load, and strong T cell
responses. Upon infection, myelin-specific T cells are minimally expanded (~4 times) compared to naive controls
and substantially less expanded than the ~57 times which occurs upon immunization with MOG emulsified in CFA
with pertussis toxin. In fact, most of the MOG specific tetramer+ T cells expanded upon infection were Tregs. To
determine whether MOG spec1ﬁc tolerance limits disease initiation and molecular mimicry, we also investigated our
infection model in a MOG deficient mouse that has altered thymic selection and an absence of MOG specific
suppressive Tregs. Only in the MOG deficient mice does Lm-MOG initiate EAE with substantial numbers of MOG
specific Teff upon primary infection. These data reveal two major ﬁndmgs 1) MOG tolerance mechanisms are
difficult to overcome and 2) deficient MOG tolerance mechamsms increase the risk for molecular mimicry induced
autoimmune demyelinating disease.
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POSTER NUMBER: 1018
B558 Controls the Termination of Immunve Responses by Modulating the Activity of Akt

Noé Rodriguez-Rodriguez!, J. Alejandro Cisneros-Segural, Sokratis A. Apostolidis2, Tran Nguyen2, George C.
TsokosZ, Florencia Rosett11 José C. Crispint,2*

1Inst1tuto Nacional de Clenc1as Médicas y Nutricidn Salvador Zubirén, Mexico City, ZBeth Israel Deaconess Medical
Center & Harvard Medical School, Boston.

*Corresponding author

Defective expression of B558, a regulatory subunit of the serine/threonine phosphatase PP2A, is associated with
resistance to cytokine w1thdrawal induced apoptosis in T cells from patients with systemic lupus erythematosus.
Here, we show that B558B is necessary for the contraction of activated effector CD8* T cells to occur at the end of
an acute immune response.

We generated OT-l mice lacking B558 (Ppp2r2b) in T cells (Cd4.Cre) from a KOMP repository-generated mouse.
B55B-deficient and sufficient OT-I cells were transferred to CD45.1 mice and infected with ovalbumin-expressing




Listeria monocytogenes. We tracked the expansion and activation of the adoptively transferred OT-1 cells. Clonal
expansion and bacterial clearance were equivalent after transfer of B558-deficient and sufficient cells. However,
absolute numbers of OT- cells, in particular effector KLGR1* cells and IFN-y* cells were >3 fold increased at later
time points (days 14 and 30 post-infection) in mice that received cells lacking B55, indicating the relevance of this
molecule in the termination acute immune responses. In mouse and human T cells, B55 triggered apoptosis during
IL-2 deprivation by modulating the activity of Akt through its dephosphorylation at $473. The effect that B55f exerted
on Akt activity was specific and did not affect all functions of the kinase. Thus, it promoted nuclear translocation of
FoxO1 and subsequent transcription of pro-apoptotic Bcl-2 family members without affecting mTOR activity.

Our results reveal a novel molecule essential for the'adequate termination of immune responses and unravel the
mechanism by which it exerts control of activated T cells. The association of defective B558 expression and
presence of human autoimmune disease highlights the importance of this pathway.
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Definition of the mechanisms behind immune activation by IMM-101 (heat killed Mycobacterium obuense
NCTC13365): a promising, novel co-therapy for pancreatic cancer
& .
James Crooks?, Sheila Brown!, Charles Akle2, Laura Rosa BrunetZ, Andrew MacDonald?
iUniversi’cy of Manchester, Manchester, UK )
2immodulon Therapeutics LTD, London, UK

IMM-101 is a formulation of whole cell, heat killed Mycobacterium obuense (NCTC13365) currently entering Phase 3
clinical trial for the treatment of metastatic pancreatic cancer. In a Phase 2 trial, IMM-101 treatment of metastatic
pancreatic cancer patients in combination with gemcitabine, increased median survival to 7 months, compared to
4.4 months in the gemcitabine only group (Dalgleish et al., BJC, 2016). Pre-clinical murine experiments have also
shown significant effects on tumour burden when IMM-101 is given in combination with the check point inhibitor
anti-PD-1, compared to anti-PD-1 treatment alone, as well as showing an increase in the ratio of CD8* effector T
cells to T regulatory cells in the tumour. ‘

We have found that IMM-101 increases the acfivationstatus of both human and murine dendritic cells (DCs) in a
dose-dependent manner, and significantly increases-the ability of these DCs to present antigen to CD4+ T cells,
provoking strong IFNy and IL-17 responses in vitro and in vivo. Interestingly, even though no bioactive IL-12 was
detected following DC culture with IMM-101, these DCs displayed a potent ability to generate IFNy from a variety of
cell types following transfer into naive recipient mice. This was confirmed by showing that IL-12 deficient IMM-101
activated DCs retained the.ability to generate a strong IFNy response in vivo. Further, IFNy induction by IMM-101
activated DCs did not require prior immune 'training’ by environmental bacteria, as gnotobiotic and specific
pathogen free mice showed equivalent responses following transfer of IMM-101 activated DCs, or following IMM-101
injection.

Improved understanding of the mechanisms behind the beneficial effects of IMM-101 may not only be important for

pancreatic cancer treatment, but also for rational development of future therapies for other difficult to treat
cancers.
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Defects in mitochondrial biogenesis and oxidative function underlie tumor-infiltrating T dysfunction

Nicole E. Scharping, Ashley V. Menk!, Rebecca S. Morecil, Robert L. Ferris, and Greg M. Delgoffe*
JUniversity of Pittsburgh Cancer Institute ~
Corresponding author

Immunotherapy has dramatically changed the way advanced cancers are treated, resulting in durable clinical
responses in a subset of patients. However, the majority of patients do not respond to immunotherapeutic
approaches, likely due to other suppressive mechanisms present in the tumor microenvironment. We hypothesize
that the metabolic landscape of the tumor microenvironment, nutrient poor due in part to the deregulated
energetics of tumor cells and highly variable between patients, represents a major resistance mechanism to
effective immunotherapy. Metabolic profiling of murine and human tumor-infiltrating T cells shows a phenotype of
metabolic insufficiency, characterized by lowered glucose uptake and repressed mitochondrial mass. This repression
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Protein phosphatase 2A B558 limits CD8 T cell lifespan

following cytokine withdrawal

Noé Rodriguez-Rodriguez, ... , Florencia Rosetti, Jose C. Crispin

J Clin Invest. 2020. htips://doi.org/10.1172/JCI129479.

In-Press Preview | |

Graphical abstract
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Find the latest version:

https://jci.me/129479/pdf




Protein phosphatase 2A B55p limits CD8 T cell lifespan following cytokine withdrawal
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ABSTRACT

How T cells integrate environmental cues into éignais that limit the magnitude and length of immune
responses is poorly understood. Here, we provide data th’at demonstratgs that B55B, a regulatory subunit
of the phosphatase PP2A, represgnts a mqlecular Iinl_< beftween cytokine concentration and apoptosis in
activated CD8 T cells. Through the“'modulaﬂ\c;h’ of AKT, B55p induced the expression of the pro-apoptotic
molef:ule Hrk in response to cytokine withdrawal. Accordingly, B553 and Hrk were both required for in
vivo and in vitro contraction of activated CD8 lymphocytes. We show that this process plays a role during
clonal contraction, establishment of immune memory, and preservation of peripheral tolerance. This

regulatory pathway may represent an unexplored opportunity to end unwanted immune responses, or to

promote immune memory.

KEYWORDS

AKT; Apoptosis; B558; cytokine withdrawal; Hrk; PP:‘32R2B; PP2A; T cells.
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No. Oficio CICUAL/O50/20

| DR. JOSE CARLOS CRISPIN ACUNA
. DEPARTAMENTO DE INMUNOLOGIA
Y REUMATOLOGIA : .

Presente. i )

e %y

Estimado Dr. Crispin:

« Enatencion al escrito, sin nimero de oficio con fecha de 10 de juﬁo de 2019 firmado por el
Dr. Jorge Alcocer Varela y que a letra dice:

“Quisiera informar al CICUAL que este proyecte fue una colaboracion entre mi laboratorio

y el laboratoric del Dr. Crispin y'que et'Dr. Crispin dirigié. todos los experimentos con

animales. La razén por la que yo aparezco como responsable ante el CICUAL es porque

fungi como responsable técnico del proyecto ante CONACYT, dado que no admiten Co-

responsables técnicos aunque los proyectos sean llevados a cabo en miiiiples

laboratorios. Esta aclaracién la hago porque en los productos derivados de este proyecto,
e el Dr. Crispin aparece como autor responsable”

Le comentamos que para los documentos y trdmites relacionados con el protocolo con clave
CINVA-IRE-1805-16/20-1 intitulado “MECANISMOS QUE LIMITAN LA DURACION DE LA
RESPUESTA INMUNE Y SU PARTICIPACION EN EL DESARROLLO DE LA
- AUTOINMUNIDAD” nos dirigiremos a usted. Es por ello que le informamos que la prorroga
| de dicho protocolo vencié el 28 de febrero de 2020, por lo que requerimos saber si necesitara
una prérroga mas. En caso afirmatjvo, favor de’enviar al CICUAL el periodo de extension que
solicita y de requerir un mayor nimero de animales especificar y justificar como se utilizaran
y los procedimientos experimentales que se llevaran a cabo con los mismos. En caso de no
requerir una prorrega favor de lienar el formato de cierre del proyecto que se anexa a la
presente (en hoja membretada e impresa) y adjunte los siguientes documentos indispensables
para la conclusion del proyecto: :

1. En caso de no requerir prorroga se necesita que entregue el: Formato de cierre

2. Informe final

3. Productos de Investigacion derivados del proyecte (articulos, tesis, libros, capitulos de
libro, patentes, presentaciones en congreso, entre otros).

Sin mas por el momento quedo de usted.”” ™, °.
ATENT/LI,\*MENTE

DR. JORGE ALBERTG BARRIOS PAYAN
COORDINADOR-DEL COMITE INTERNO DE CUIDADO Y
USO DE ANIMALES DE LABORATORIO

c.cp. MV.Z. Mariela Contreras Escamilla, Jefa del DIEB

JABP/bdr -
Avenida Vasco de Quirngs No, ‘i.g, Colonias Belisario Dominguez Seacién XVi, €, B 15080, Alcaldia Tialpan,
Ciuded de México, Maxico. Tel (52} 54 87 0% 00 www.inemnsz.my
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INSTITUTO NACIONAL DE ' .y
CIENCIAS MEDICAS | DEPARTAMENTO GE\NmuN,iwﬁ\A CDMX_, a 23 de julio de 20
Y NUTRICION g Y REUMATOLOGIA EMILIANO ZAPATA

NG™DEL CAUDILLO DEL SUR

SALVADOR ZUBIRAN

DR. JORGE CARLOS A COCER{\&A/”%&\
Depto. de ﬁmunologlayReum;\ ogla

No. Oficio CICUAL-190-19

REF: CICUAL- IRE-1805-16/20-1

Estimado Dr. Alcocer:
Este comité ha dictaminadd\que se AUTORIZA la prérroga con vencimiento al
28 de febrero de 2020 a su proyecto intitulado “MECANISMOS QUE LIMITAN LA

DURACION DE LA RESPUESTA INMUNE Y SU PARTICIPACION EN EL
DESARROLLO DE LA AUTOINMUNIDAD”.

Sin mas por el momento quedo‘dé'Usftéd.

Lt

Atentarente,

Dr. Jorge Alberto Barrios Payan
Coordinador del Comité Interno para el Cuidado y Uso de
los Animales de Laboratorio

c.c.p. M\V.Z Mariela Cohtreras Escamilla, Jefa del DIEB
JBP/bdr

Avenida Vasco de o= :
Quiroga No. 15 ' ' LRy
Colc?nia Belisario . @N‘\ﬁ@ .
Dominguez Seccion XV : R R
Delegacidn Tlalpan Ll ';.q@

Codigo Postal 14080 2536 RER

Ciudad de México o o
Tel. (52-55)54870900
WWW.InNCmMmnNnsz.mx
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2019

ANO DEL CAUDILLO DEL SUR
EMILIANO ZAPATA

Ciudad de México a 10 de julio de 2019

PR Gy

Dr. Jorge A. Barrios Payan
Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL)
Coordinador

PRESENTE

Estimado Dr. Barrios,

Por este conducto quisiera solicitar al CICUAL una extensién de 6 meses, sin aumento en
el nimero de ratones, para el proyecto titulado “Mecanismos que limitan la duracion de la
respuesta inmune y su participacion en el desarrollo de la autoinmunidad” (IRE-1805-
16/20-1). Actualmente el trabajo se encuentra en revisién para su publicacion y estamos
finalizando los experlmentos solicitados por los revisores. Una vez que sea aprobado el
articulo para su publicacidn, realizaremos el cierre del proyecto y entregaremos al CICUAL
un reporte de los productos derivados del mismo. -

Quisiera, ademas, informar al CICUAL que este proyecto fue una colaboracion entre mi
laboratorio y el laboratorio del Dr. Crispin y que el Dr. Crispin dirigio todos los
experimentos con animales. La razén por la que yo aparezco como responsable ante el
CICUAL es porque yo fungi como responsable técnico del proyecto ante CONACYT, dado
que no admiten Co-responsables técnicos aunque los proyectos sean llevados a cabo en
multiples laboratorios. Esta aclaracién la hago porque en los productos derivados de este
proyecto, el Dr. Crispin aparece como autor responsable.

Sin mas por el momento y esperando que esta peticién sea apropiada, quedo de usted.

|
|
Atentamente ~
| 7

//%Ja:ﬁc% v

Avenida Vasco de

‘ Quiroga
| Colonia B e'\li?jsrajr&flfge Alcocer Varela

Dominguez SecRigspoisable del proyecto- -

Delegacidn Tlalpan
Cédigo Postal 14080
Ciudad de México, México
Tel. (52) 54 87 09 00
Www.incmnsz.mx
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Estimado Dr. Alcocer:

*2019. Afo del Caudillo de Sur, Emiliano Zapata”

. Ciudad de México a 28 de junio de 2019

No 'Oficio CICUAL-149-19

v wy

DR. JORGE ALCOCER VARELA
Inmunologia y Reumatologia
PRESENTE.

Por este conducto le informo que su proyecto intitulado: “MECANISMOS QUE LIMITAN
LA DURACION DE LA RESPUESTA INMUNE Y SU PARTICIPACION EN EL
DESARROLLO DE LA AUTOINMUNIDAD?”, con registro IRE-1805-16/20-1 finalizo en
febrero de 2019. Por lo que, le solicito de la manera mas atenta me haga saber si el
proyecto requerira una prorroga. En caso- afirmativo, favor de enviar al CICUAL el
periodo de extension que solicita y de requerir un mayor ndmero de animales especificar
y justificar como se utilizaran y los procedimientos experimentales que se llevaran a
cabo con los mismos. En caso de no requerir una prérroga favor de llenar el formato de
cierre del proyecto que se anexa ala presente (en hoja membretada e impresa) y adjunte
los siguientes documentos indispensables para la conclusion del proyecto:

w -

En caso de no requerlr prorroga senecesita que entregue el: Formato de cierre
Informe final

Productos de Investigacion derivados del proyecto (articulos, tesis,
capitulos de libro, patentes, presentaciones en congreso, entre otros).

libros,

Sin mas por el momento quedo de usted.

Avenida Vasco de
Quiroga No. 15
Colonia Belisario
Dominguez Seccién XVi

Delegacién Tlalpan |

Coédigo Postal 14080
Ciudad de México
el. (52-55)54870900
www.incmnsz.mx

2019

ANO DEL CAUDILLO DEL SUR
EMILIANO ZAPATA

Atentamente,

c.c.p. M.V.Z. Mariela Contreras Escamilla, Jefa del DIEB

NABS/bdr
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TRSTITUTO NACIONAL CF
CIENCIAS MEDICAS
¥ HUTRICH
“Salvader Zubirsn”

Dr. Jorge Alcocer Varela - .
Investigador Titular .
Presente

DEPARTAMENTO DE i
Y REUMATGLOGA

Ao ~

Por este medio le inforrﬁo>qvtv1ie;v"el Corﬁité se da por ent'eradd del error gue hubo en la solicitud
de animales en la pro;ﬁdeﬁta original, por lo que, despué; de la nota aclaratoria que nos envié
.se autoriza el uso de 1846 rafﬁones para la realiza’cién del proyecto lRE—1805-16/20-i
"Mecanismos que limitani'lav duracién de la respuesta inmune y su parti_cipacién en el desarrollo

de la autoinmunidad”

e

Sin mas por el momento, le envio un cordial saldo. ' -
. e .

INS. NACIONAL DE clENcmsw
MEDICAS ¥ NUTRICION
“SALVADOR ZUBIRANY

Coordinadora del CICUAL i » SH M// .
Comité de Investigacién
U en Animaies
~ £y

“"Avenida Vasco de
Quiroga No. 15

Colonia Belisario
Dominguez Seccidn XVI
Delegacién Tlalpan
Cédigo Postal 14080
Ciudad de México

" Tel. {52-55)54870900

wWww.incmnsz.mx
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Ciudad de México, a 23 Mayo, 201'9

| .
Dra. Norma A. Bobadilla Sandoval
Coordinadora e e
CICUAL , ; 1

Estimada Dra. Bobadilla:

Escribo esta carta para hacer de su conocimiento que el addendum enviado el 27 de Octubre del
2017 con respecto al proyecto con IRE 1805, titulado “Mecanismos que limitan la duracién de la
respuesta inmune y su participacién en el desarrollo de la au’toinm_uhidad” tiene un error en la
cuenta final del niimero de ratongs solicitados. El numero estippladb en la carta es de 1759, y
deberfa de ser 1846 animales. R

- EMCIAS
W SCIOMAL DE CIENCIAS
METITUTO NACIONAL
. et MEDICAS Y Mugmga%
Agradezco su atencién, &2 espl YADOR ZUBIRAL
p *
*
‘ : * DEPAR}L‘HNL‘\; RYRYIS i'uu”ﬁGLOG‘A
V | g ;> ' L Y MHABDUSMO MINERAL
L 23 _,_Zj," s
' ' /f;%i-*& (=t : |

Dr. Jorge Alcocer Varela
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México, CdMX., a 2 de octubre de 2018.

DR. JORGE CARLOS VARELA ALCOCER
Depto. INVUNOLOGIA Y REUMATOLOGIA

Presente.

REF: CINVA IRE-1805-16/20-1

Estimado Dr.Alcocer:

Este comité ha dictaminado que se AUTORIZA el adendum a su proyecto intitulado
“MECANISMOS QUE LIMITAN LA DURACION DE LA RESPUESTA INMUNE Y

SU PARTICIPACION EN EL DVESARROLLO DE LA AUTOINMUNIDAD”.

Sin mas por el momento quedo de usted.

Avenida Vasco de
Quiroga No. 15
Colonia Belisario
Dominguez Seccion XVi
Delegacién Tlalpan
Codigo Postal 14080
Ciudad de México
» Tel. (52-55)54870900
www.incmnsz.mx

Lo

L2

Atentarﬁente,

Dra. Notma Bobadilla Sandoval
Coordinadora del Comité Interno para el cuidado y uso de
los Animales de Laboratorio

c.c.p. MV.Z. Mariela Contreras Escamilla, Jefa del DIEB
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Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador Zubiran

Departamento de Inmunologia y Reumatologia

Ciudad de México, 1 de octubre de 2018

Dra. Norma A. Bobadilla Sandoval : .-
Coordinadora

Comité Institucional para el Cu1dado y Uso'de Animales

INCMNSZ s

REF: CINVA-1805 IRE1805-16/20-1

Estinrrada Dra. Bobadilla,

Agradezco a Usted y a los miembros del CICUAL el tiempo dedicado a revisar y discutir el Adendum con fecha
de 22 de agosto de 2018, correspondiente al proyecto titulado Mecanismos que limitan la duracién de la respuesta
inmune y su participacién en el desarroflo de 1a autoinmunidad. A continuacion la informacion adicional solicitada
por el Comité:

Los experimentos adicionales han sido explicados en el Adendum con fecha de 22 de agosto de 2018. En lo que
a los procedimientos respecta, los experimentos contemplan procedimientos ya descritos y aprobados en el
proyecto original (transferencia de células por inyeccion intravenosa, toma de muestras de sangre de la vena
caudal, infeccidn con Listeria monocytogenes). La excepcion es la inoculacién de células de melanoma B16. Esto
se realizara de acuerdo al siguiente procedimiento: - ‘
Inoculacion de células de melanoma B16. Se. creceran las células en el laboratorio en medio de cultivo
convencional (DMEM suplementado con SBF). Cuando las células alcancen una confluencia del ~80%, se
cosecharan y lavaran dos veces en PBS estéril. Se inyectaran 0.2x108 células de melanoma B16- OVA
(confluencia del 80%) en 100 uL de PBS, por via subcutanea, en el dorso derecho de ratones CD45.1 (8-12
semanas). Cada dos dias’ se medira el crecimiento del tumor. El tamafio del tumor se calculara mediante la
siguiente formula, mm?= largo del tumor x ancho. Los ratones seran evaluados en forma diaria para medir el
crecimiento del tumor y para asegurar su bienestar. Se les dara punto final al dia 21 después de la inyeccion del
tumor, o antes si el tumor rebasara 1 cm? o se llegasen a cumpllr los criterios de punto final (dichos criterios se
anexaron al Adendum original).

Con respecto al segundo punto solicitado, que se utilicen los mismos ratones OT-I como donadores de ambos
experimentos, le comento que esto se hara en la medida de lo posible. De cada ratén OT-l obtenemos
aproximadamente 5 millones de células. En base a las células necesarias, estimamos el nimero de ratones
necesario para cada experimento. Nunca desperdiciamos las células.

o

P

Le agradezco su atencién y aprovecho la ocasion para enviarle un saludo cordial

ﬂﬂ;ﬂ% "

Dr. Jorge Alcocer Varela
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Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

México, CAMX., a 14 de septiembre de 2018.

DR. JORGE CARLOS VARELA ALCOCER
Depto. INMUNOLOGIA Y REUMATOLOGIA
Presente. :

REF: CINVA IRE-1805-16/20-1

Estimada Dr.Alcocer:

Este comité ha dictaminado que el adendum que solicité queda PENDIENTE CON
OBSERVACIONES a su proyecto intitulado “MECANISMOS QUE LIMITAN LA
DURACION -DE LA RESPUESTA INMUNE Y SU PARTICIPACION EN EL
DESARROLLO DE LA AUTOINMUNIDAD” se solicita se describan los
experimentos y procedimientos a realizar en los animales solicitados, en caso de
que sean diferentes a la propyesta original. Se sugiere utiIiEar los mismos ratones
donadores para ambos experimentos propuestos, de no ser posible por favor de
justificarlo.

Sin mas por el momento quedo de usted.

Atentamente,

Dra.
Coordinadora de

~

orma Bobadilla Sando

|

1 .

Avenida Vasco de c.c.p. M.V.Z. Mariela Contreras Escamilla, Jefa del DIEB
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Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran

Departamento de Inmunologia vy Reumatologia

Ciudad de México, 22 de agosto de 2018

Dra. Norma A. Bobadilla Sandoval

Coordinadora

Comité Institucional para el Cu1dado y Uso de Anlmales
INCMNSZ

REF: CINVA-1805 IRE1805-16/20-1
Estimada Dra. Bobadilla,

Le escribo para informar a Usted y al CICUAL los avances del proyecto titulado Mecanismos que limitan la
duracién de la respuesta inmune y su partieipacion en el desarrollo de la autoinmunidad y para solicitar que se
autoricen dos nuevos experimentos ne contemplados en el proyecto original.

El objetivo general de este proyecto era evaluar la contribucidon de B55p al mantenimiento de la tolerancia
inmunoldgica vy los efectos producidos por su ausencia. Realizamos con éxito los experimentos contemplados en
el proyecto original, cuyos resultados resumo a continuacién.

Generamos un ratén con deficiencia condicional de B558 en células T. Observamos durante un afio una cohorte
de estos ratones (y a controles) para definir si la ausencia de B55p en células T causaba un fenotipo espontaneo.
La falta del gen causé la acumulacion significativa de células T CD8* con fenotipo de memoria central (CD8*
CD44* CD62L*) con alta produccion de IFN-y. Para'determinar si, como en células humanas, B558 juega un papel
en la induccién de apoptosis por privacién de citocinas, generamos ratones con un receptor de células T (TCR)
especifico para ovoalbimina (OVA) presentada por moléculas de clase | (OT-l), suficientes o deficientes en B55p.
Transferimos las células a ratones normales y los infectamos con una cepa de Listeria monocytogenes que

~ expresa OVA. Eso nos pérmitié analizar la expansion y lacontraccién de células T especificas (OT-l) durante la
infeccion por Listeria. Aunque no hubo diferencias en la expansién de las células y en su capacidad de eliminar a
la bacteria, las células deficientes en B55B mostraron una deficiencia marcada en la contraccién. Es decir, la
induccién de apoptosis al término de la respuesta inmune aguda fue significativamente deficiente. En
experimentos in vivo e in vitro, demostramos que la falta de contraccién de las células T activadas se debia a
apoptosis deficiente. Ademas probamos que la manera a través de la cual B550 induce apoptosis en las células
T privadas de citocinas es la modulacién de la actividad de Akt que resulta en la activacion del factor de
transcripcion FoxO1 y la produccion de la molécula pro-apoptética HRK. Para comprobar que HRK es el factor
pro-apoptético necesario para la induccién de apoptosis en respuesta a privacion de citocinas, generamos
lentivirus que codifican RNA de interferencia (shRNA) —o lentivirus control. Infectamos células T y las expandimos
en presencia de IL-2. En las células infectadas con el virus control, la privacién de citocinas causé apoptosis en
la magnitud y con la cinética esperada. Sin embargo, el silenciamiento de HRK disminuyé significativamente la
apoptosis de las células T de una manera similar a la observada en las células deficientes de B55p. Comprobamos
este fendmeno en un experimento in vivo, en el que inyectamos a ratones céluias CD8 infectadas con lentivirus
control (que expresan un fluorocromo azul) y células CD8 infectadas con el lentivirus que silencia HRK (que
expresan un fluorocromo verde). Al cabo de dos semanas sacrificamos a los ratones y medimos cuantas células
azules y cuéntas células verdes habia en los érganos linfoides secundarios. Encontramos que la inhibicién de
HRK se asociaba a un incremento significativo en la supervivencia celular. En resumen, confirmamos los
hallazgos preliminares que dieron pie al proyecto y descubrimos una nueva via molecular que regula la
supervivencia de las células T activadas. Asimismo, describimos por primera vez la funcién de la molécula HRK
como un freno molecular de la respuesta inmune celular.

Los resultados antes descritos se han presentado en diversos foros nacionales e internacionales:



Congresos:

a) Noé Rodriguez-Rodriguez, J. Alejandro Cisneros-Segura, Sokratis A. Apostolidis, Tran Nguyen, George C.
Tsokos, Florencia Rosetti, José C. Crispin. B553 Controls the Termination of Immune Responses by Modulating
the Activity of Akt. Keystone Symposia Conference on Immune Regulation in Autoimmunity and Cancer. 26
al 30 de marzo de 2017. Whistler Conference Centre, Whistler, British Columbia, Canada.

b) Noé Rodriguez-Rodriguez, J. Alejandro Cisneros-Segura, Jorge Alcocer-Varela, Florencia Rosetti, José C.
Crispin. B558 controla la supervivencia de linfocitos T activados mediante la modulacion de la via AKT-FoxO-HRK.
XXl Encuentro Nacional de Investigadores de Ia Secretaria de Salud. 18 al 21 de octubre de 2017, San Juan
del Rio, Querétaro. )

c) Noé Rodriguez-Rodriguez, J. Alejandro Clsneros-Segura Sokratis A. Apostolidis, Marcela Esquivel-Velazquez,

Tran Nguyen, George C. Tsokos, Jorge Alcocer-Varela, Florencia Rosetti, José C. Crispin. PP2A B550 limits the

lifespan of self-reactive and pathogen-specrﬂc CD8 T cells through the pro-apoptotic molecule Hrk. Xil Congress

of the Latin American Association of Inmunology — ALAL. 14 al 18 de mayo de 2018, Cancun, Quintana Roo.
N :

Conferencias:

a) José C. Crispin. B55B controls the termination df immune responses by modulating Akt activity. Abril de 2017.
Centro Nacional de Biotecnologia, Universidad Auténoma de Madrid, Madrid, Espafia.

b) José C. Crispin. B558 controis the termination of immune responses by modulating Akt activity. Abrif de 2017,
Centro de Genémica e Investigacion Oncologica Pfizer, Universidad de Granada, Granada, Espafia.

c) José C. Crispin. HRK as a novel regulator of T cell activation in autoimmunity and cancer. Avanzando las
Ciencias Médicas a través de la Investigacion Multidisciplinaria. 7 al 8 de junio de 2018, Instituto de
Investigaciones Biomédicas, UNAM, Ciudad-de México.

Ademas han generado una tesis de licenciatura y han recibido un premio:

Tesis: José Alejandro Cjsneros Segura. Papel de B-beta en la actwacuon y en la adquisicién de funciones
efectoras de células T. Licenciatura en Quimica Farmacéutica Biolégica, Facultad de Quimica, UNAM. Tutor:
José C. Crispin.

Premio: Primer lugar en la categoria de investigacion biomédica en el XXII Encuentro Nacional de Investigadores
de la Secretaria de Salud. 18 al 21 de octubre de 2017, San Juan del Rio, Querétaro

Por dltimo, hemos preparados manuscritc que enviamos a publicar: Noé Rodriguez- Rodrlguez J. Alejandro
Cisneros-Segura, Sokratis Apostolidis, Marcela Esquivel-Velazquez, Tran Nguyen, George C. Tsokos, Jorge
Alcocer-Varela, Florencia Rosetti, José C. Crispin. PP2A B5501 Controls Apoptosis in Activated T cells through a
Conserved AKT-FoxO-HRK Pathway.

Después de ser evaluado en una revista, los editores consideraron que el trabajo requiere de informacion
adicional para sustentar el papel de B55p en la respuesta inmune normal y patolégica. Por esa razén hemos
disefiado dos experimentos adicionales;. no contemplados en el proyecto original que describo a continuacién:

1. Analisis del papel de B55B en limitar la supervivencia de células T CD8* de memoria. Se aislaran células T
OT-1 CD8* (células T CD8 que tienen un receptor de células T que reconoce ovoalblmina [OVA]) de ratones
con el alelo silvestre o con un alelo mutado de B55. Se transferira un milién de células OT-l a ratones CD45.1.
Al dia siguiente, los ratones se infectaran con 10,000 u.f.c. de Listeria monocytogenes que expresa OVA (LM-
OVA o se dejaran sin infectar. Esa dosis de LM-OVA causa una infecciéon aguda, autolimitada, que induce la
expansién de las células OT-l y la generacién de células OT-| de memoria. Un mes después de la infeccion,
los ratones seran retados con un tumor que expresa OVA (melanoma B16) (Overwijk & Restifo, 2009). Para
esto, se inyectaran en forma s.c. 2 x 108 células en el flanco del ratén. Se espera que el crecimiento del tumor
se relacione en forma inversa con la cantidad de células OT-l de memoria presentes en el ratén. Si, como




hemos propuesto, la ausencia de B55f favorece la supervivencia de las células T CD8* de memoria, los
ratones que recibieron células OT-l deficientes en B55p estaran protegidos del tumor. Los ratones seran
evaluados en forma diaria para medir el crecimiento del tumor y para asegurar su bienestar. Se les daré punto
final al dia 21 después de la inyeccion del tumor, o antes si el tumor rebasara 1 cm?® o se llegasen a cumplir
los criterios de punto final (se anexan dichos criterios).

2. Analisis del papel de B55p para limitar la_patogenicidad de las células T CD8*. Se obtendran células
esplénicas de ratones OT-l control y deficientes en B55p. Se prepararan células citotéxicas in vitro,
estimulando a las células esplénicas con SIINFEKL (el péptido derivado de OVA para el que son especificas
las células OT-l), en presencia de IL-2. Al cuarto dia, se aislaran las células CD8+ y se transferiran (2 x 105)
a ratones RIP-mOVA, que expresan OVA en las células B de los islotes pancredticos. Cuando esta
transferencia se hace con células T CD8 normales, los mecanismos de tolerancia evitan la inflamacién
pancreatica y los ratones no desarrollan ninguna.enfermedad. Para determinar si la ausencia de B558 permite
alas células T CD8 escapar de dichos mecanismos, monitorizaremos la glucosa de los ratones cada 48 horas.
Se dara muerte a los ratones 23 dias después de la transferencia de células OT-l, o antes si desarrolian
hiperglucemia (>250 mg/dL) o si cumplen con criterios de punto final humanitario. Se analizaran los pancreas

*en busca de inflamacién. .

Para los experimentos mencionados,-se han calculado grupos de 5 ratones y se ha considerado hacer el
experimento por triplicado. En total, se solicitan 96 ratones, distribuidos de la siguiente manera:

Exp | Cepa Papel experimental n Rep Total
1 OT-IWT Donador de células WT . 3 9
OT-1B55p KO | Donador de células KO 3 3 9
CD45.1 Receptor de células 10 30
Total Exp 1- . 16 48
2 OT-tWT Donador de células WT 3
OT-IB553 KO | Donador de células KO 3 5 9
RIP-mOVA - Receptor de células™ 10 3 30
Total Exp2 16 48
Total ‘ ' 96

Pensamos que, si bien los experimentos propuestos no se desvian mucho de lo propuesto originalmente, el
llevarlos a cabo es necesario para establecer, de manera definitiva, el papel de B558 en la respuesta inmune.

Le agradezco su atencién y aprovecho la ocasién para enviarle un saludo cordial

%ﬁﬂ% -

Dr. Jorge Alcocer Varela




Criterios de Punto Final del Laboratorio Crispin/Rosetti

Animal/Grupo: Edad: Sexo:
Protocolo:
Modelo Experimental:
Pardmetro Cal. Fecha
Apariencia Normal 0
’ Falta general de acicalamiento 1
Pelo erizado 2
Postura encorvada, pupilas dilatadas 3 - ,
Peso ; “Normal ; 0 ’
Pérdida de 10 a 19 % del peso inicial 1: |
Hidratacion Normal 0’ ]
Prueba de pellizco de piel positiva 1 )
Conducta Normal 0’
Movilidad reducida. Aislado, pero alerta® | 1 .
Respuesta a estimulos | Normal ' 0
Depresién, o exageracion 1
Reaccion violenta 2
Signos clinicos Frecuencia respiratoria normal 0
Cambios.leves en frecuencia respiratoria 1
Respiracion abdominal 2
Cianosis XK 3

Total (0-11)*

* 1-4 = notificar al veterinario; 5-9 = monitorear cuidadosamente; > 10 = dar muerte

Criterios de punto final adicionales:
e Pérdida de = 20% del peso inicial
¢ Encefalomielitis alérgica experimental: Escala clinica 4

e Colitis: Prolapso rectal

Referencias:

Notas:

Guia para el punto final humanitario en la experimentacién animal para la investigacién biomédica: aspectos éticos, legales y practicos.’2005
IACUC Guideline Humane Intervention and Endpoitns for Laboratory Animal Species - Institutional Animal Care and Use Committee Guidebook.
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“2017, Afio del Centenario de la Promulgacion de la Constitucién de los Estados Unidos Mexicanos’

México, D. F., a 9 de noviembre de 2017.

Dra. Jorge Alcocer Varela

DeptoTnmun

M;Reumm

Presente.

: REF: CINVA-IRE-1805-16/20-1

Estimado Dr. Alcocer.

e s ~

Habiendo analizado detalladamente el Protocolo de Investigacion Experimental

titulado:

“Generacion de suero nefrotéxico en conejo para el establecimiento

de un .modelo de nefritis inducida por anticuerpos anti-membrana
basal glomerular”. e :

Este comité ha dictaminado que

redistribucion de los grupos experimentales.

Sin mas por el momento quedo de usted.

Avenida Vascao de
Quiroga No. 15
Colonia Belisario
Dominguez Seccion XVI
Delegacién Tlalpan
Cddigo Postal 14080
México, Distrito Federal
Tel. (52)54870900
www.incmnsz.mx

Atentamente,

UL

Dra‘j rma- obaailla Sandgval -

;sE AUTORIZA el addendum y la

7 A . !
frfi&?f";//ﬁ/&’ & o

Coordinadora de la Comisién de Investigacion en Animales

g

~ -

c.c.p. Dr. Gerardo Gamba, Director de Investigacion
M.V.Z. Mariela Contreras Escamilia, Jefa del DIEB’W

NVEST. EXPERIMENTAL Y
BIOTERID .
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INSTITUTO NACIONAL DE México, D.F. a 27 de Octubre, 2017
CIENCIAS MEDICAS ~ '

Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

( o GIONAL DE CIENCIAS
AN msiaESmAs Yy NUTRICION
1< wg ALVADDR ZUBIRAK,

Dra. Norma A. Bobadilla Sandoval v

Coordinadora - - - n
Comisién de Investigacion en Animates

neT ot

L Comité de investigacion

en Animaies

*Estimada Dra. Bobadilla,

Escribo este addendum para solicitar se me autorice realizar cambios en el proyecto y la
distribucion de ratones solici‘t\ado'/s*'én el protocolo titulado “Mecanismos que limitan la
duracién de la respuesta inmune y su participacion en el desarrollo de la autoinmunidad”
con REF. CINVA 1805. i -

Especificamente, el cambio que solicito se refiere a usar ratones C57BL/6 como receptores
de células en vez de ratones heterocigotos para Ppp2r2b . Esto obedece a la dificultad de
obtener nimeros suficientes de réfdhes‘éenéticamente modificados. Cabe recalcar, que el
numero total de ratones originalmeﬁte‘ solicitado no sera modificado, dnicamente se
solicita la aprobacion para la redistribucién del uso de cepas e incluir ratones silvestres. De
acuerdo a lo anterior, el nimero de ratones genéticamente modificados que sera utilizado
disminuira. Nuestra peticidn, resulta en los siguientes cambios en la distribucion:

Animales Animales
autorizados solicitados
C57BL6 “ - 1130
Ppp2r2bfi/fl.Vav-Cre B : ) 240 80
OT-I.Ppp2r2bfi/fi.Vav-Cre 180 50
OT-1.Ppp2r2bfl/fl. Vav-Cre . 180 50
Ppp2r2bfl/fl.Cd4-Cre 87 7
Avenida Vajsco de
Quiroga o. 15

Colonia Belisario
Dominguez Seccion XV
Delegacion Tlalpan
Cédigo Postal 14080
México, Distrito Federal
Tel. (52)54870900
www.incmnsz.mx



INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

Ppp2r2bfl/fl.Cd4-Cre T 87 87

| OT-Il.Ppp2r2bfifl.Cd4-Cre . o 180 50
QT—I.Ppp2r2bﬂ/ﬂ.Cd4—Cre -~ 180 50
Ppp2r2bfl/fl.Cd11c-Cre ] 90 30
OT-Il.Ppp2r2bfifl.Cd11c-Cre - =~ °~ " ‘ 180 50
OT-1.Ppp2r2bfl/fl.Cd11¢c-Cre 180 50
Ppp2r2bLacZ/+ 180 50
Ppp2r2bfi/fl, Vav-Cre, Cd4-Cre Cd1 1_q—Qre, QTI, OT-lI, 82 82
Ppp2r2blLacZ/+ (pies de cria)
No. TOTAL DE ANIMALES: o 1759 1759 J “

/ O/ :ié/(”é; /j \; ’i'""“ b :\" ~ ’; B

Quedo en espera de su amable respuesta,

Dr. forge Alcocer Varela -
Investiggdor en Ciencias Médicas “F”
Departamento de Inmunologia y Reumatologia

Ccd. MVZ Mariela Contreras Escamilla

Avenida Vasco de
Quiroga No. 15
Colonia Belisario
Dominguez Seccién XVI
Delegacidn Tlalpan
Cédigo Postal 14080
México, Distrito Federal
Tel. (52)54870900

www.incmnsz.mx
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Y NUTRICION B !

SALVADOR ZUBIRAN México, D. F., a 11 de marzo de 2016.

- Dr. Jorge C. Alcocer Varela -
Depto. Inmunologia y Reumatologia’
Presente. '

REF: CINVA-1805 IRE-1805-16/20-1
Estimado Dr. Alcocer: . )

LY

Habiendo analizado detalladamente el Protocolo de Investigacion Experimental titulado:

“Mecanismos que limitan la duracién de la respuesta inmune y su participacion
en el desarrollo de la autoinmunidad”
\

Eéte comité ha dictaminado APROBARLO\y se autorizan 1677 ratones para la realizacion

del protocolo, a reserva del espacio y equipo que tiene asignado su departamento en el en el
DIEB.

[N

B Sin més por el momento quedo de usted.

)
LI
- N T

s

. =S¥
INSTITUTO NACIONAL DE CIENCIAS
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|
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Dra. Norma A. Bobadilla Sandoval
Coordinadora de la Comisién de Investigacion en Animales

Aten}tavmente,

INS. KACIONAL DE CIENCIAS
MEDICAS Y NUTRICION;
WSALVADOR ZUBTRANY

EN

c.c.p. Dr. Gerardo Gamba, Director de Investigacion
M.V.Z. Mariela Contreras Escamilla, Jefa del DIEB

Avenida Vasco de

Quiroga No. 15 DIR CClON DE
Colonia Belisario » ’ ' |NVE,5T|GAC‘ON
Dominguez Seccion XVI NAB/nom ) ‘ :
Delegacién Tlalpan ‘ 4

""Cédigo Postal 14080 T £ N "
Meéxico, Distrito Federal o I ‘ SN

Tel. (52)54870900
www.incmnsz.mx -
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Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador Zubiran

Departamento de Inmunoclogia y Reumato!ogia

México, D. F., a 17 de febrero de 20186

Dra. Norma A. Bobadilla Sandova!
Coordinadora ‘
Comision de Investigacion en Ammaies .
INCMNSZ

REF: CINVA-1805 IRE1805-16/20-1

Estim‘ada Dra. Bobadilia,

Le agradezco a Usted y a la Comision de Investigacion en Animales por la evaluacién de mi Protocolo de
Investigacion Experimental titulado "Mecanismeos qtie limitan la duracién de la respuesta inmune y su participacion
en el desarrollo de autoinmunidad”. Herealizado los cambios sugeridos, que se detallan a continuacion:

1.

Se sugiere modificar el titulo..

Este proyecto se ha sometxdo a CONACyT y ha sido aprobado en el marco de la convocatoria “Fronteras de
la Ciencia”. El reglamento de CONACyT solicita la aprobacion del comité de investigacién en animales en un
protocolo con el mismo titulo. Por esta razoén, solicito respetuosamente al CINVA no cambiar el titulo del
proyecto.

En el FAEP se establece una duracion de 5 afios. ...
Se ha cambiado la duracién del protocolo a 3. afios en el FAEP.

El formato Latis esta incompleto. .. Cow
Se han corregido las omisiones en el férmato Latis.

Se recomienda coordinar con la jefatura del DIEB... -

Los investigadores estén al tanto de las limitaciones de espacio del DIEB y realizaran este protocolo en
coordinacidon con la jefatura del DIEB. Es importante mencionar que debido a que se usaran ratones con
genética compleja, que requeriran de genotipificacion; los investigadores produciran los ratones en el espacio
que tienen asignado y se harén cargo de los apareamientos, separacién de crias, genotipificacion, etc. Por
este motivo, este proyecto no representara para el DIEB una carga en términos de produccion de ratones.

Se sugiere poner ejemplos de cambios de conducta y apariencia...
Se ha modificado el punto 15 del FAEP y se han agregado signos de malestar que se vigilaran en los ratones.

Se recomienda describir las normas de operacién de Listeriay LCMV... |
Se han incluido las normas de operacion para el manejo de dichos agentes en el apartado 17 de la FAEPR. \

La seccion 18 de la FAEP se especificd de manera incorrecta. .
Se ha corregido la seccién 18 de acqerdo a la sugerencia del Comité.

Espero que los cambios perm;tan a la CINVA la aprobacion del protocolo. Aprovecho la ocasién para enviarle un
saludo cordial, -

Atentamente‘, ' INSTITUTO NACICNAL DE CIENCIAS

o
/ﬁygzzﬁ’&g -

Dr. Jorge Alcocer Varela

1%
§ MEDICAS Y NUTRICION
! ZUBIRAN"
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éxicoD. F., a 5 de Febrero de 2016

Dr. José Carlos Alcocer Varela
Depto. Inmunologia y Reumatologia
Presente. g -

REF: CINVA-1805 IRE1805-16/20-1
Estimado Dr. Alcocer.:

&

Habiendo analizado detalladamente el Protocolo de Investigacion Experimental titulado:

[ -~

“Mecanismos que limitan la duracién de la respuesta inmune y su participacién
en el desarrolio de la autoinmunidad””.

Este comité ha dictaminado dejar PENDIENTE la aprobacion hasta que se aclaren las
siguientes observaciones: ‘

1. Se sugiere modificar el titulo .para que sea mas especifico y debera incluir los
microorganismos que se utilizaran, asi como, en la especie que se llevara a cabo el
proyecto. ‘ . .

2. En el FAEP se establece una duracién de 5 afios 11 meses, el maximo permitido para
un protocolo segun el manual de operaciones de la CINVA es de 3 afios con derecho
a solicitar una prérroga de 2 afios, se sugiere apegarse a esta estructura.

3. El formato Latis estd incompleto (falta la pertinencia del grupo de investigadores,
instituciones participantes, patrocinio, etc.). Unicamente aparecen dos investigadores,
el Dr. Alcocer y el Dr. Crispin, sin embargo, en el formato rapido varios de los
procedimientos (la mayoria) se indica que seran realizados por el Dr. Crispin y la QFB.
Sanchez Navarro. Se recomienda llenar los apartados  correspondientes
adecuadamente y definir quienes seran los estudiantes involucrados.

4. Debido a que el protocolo involucra un ‘gran numero de ratones, se remienda coordinar
con la jefatura del DIEB, la produccion de los animales y la asistencia. Ademas es
importante mencionar que el DIEB no cuenta con mas espacio en equipo adicional al
que el investigador tiene para expandir las colonias, por lo que, el investigador tendra
que priorizar los protocolos_que tiene autorizados en su grupo.

5. En el punto 14 de la evaluacion de signos de deterioro (del FAEP), indican que no se
espera que los parametros-cambien durante el estudio pero, en el punto 15 donde se
estable el punto final humanitario, se aclara que las infecciones sélo causan malestar

svenida Vasageneral por una semana, 1o que podria generar.cambios de conducta y algunos signos
: 5. ltlinicos y de apariencid 55 sw@@fg@@}ﬁﬁ%‘ﬁ@ﬁé’?‘é poner algunos ejemplos de estos
‘ kb tecaionmde rigUnB‘aiomalia. .4
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6. Se recomienda describir y enlistar las normas de operacion de Listeria y LCMV, en la
seccion 17 del FAEP.

7. La seccion 18 del FAEP, correspondiente al destino final de los animales, se
especificd de manera incorrecta, se sugiere lo siguiente para describir éste punto: “Los
cadaveres seran colocados dentro de una bolsa de plastico de color rojo resistente a
un ciclo de esterilizacion por vapor (121°C/201b/in2/30 min), una vez terminado el ciclo
la bolsa se colocara dentro de una bolsa de plastico de color amariilo, impermeable
con la leyenda “PELIGRO, RESIDUOS BIOLOGICO-INFECCIOSOS”. Se trasladaran
al deposito del INCMNSZ. ‘

8. Aclarar si el nimero” de animales propuesto incluye la reproduccion y los animales
dtiles. D

Debido a que el sistema Latis dejé de funcionar, le solicitamos que su respuesta al comité y
el "protocolo modificado sea entregado en forma impresa y el pdf por via electrénica a los
correos: norma.bobadillas@incmnsz.mx y [c

e ~

Sin mas por el momento quedo de usted.

R /E—‘&entamente,

Dra. Normva A. Bobadilla Sandoval
Coordinadora de la Comisién de Investigacion en Animales

c.c.p. Dr. Gerardo Gamba, Director de Investigacion
M.V.Z. Mariela Contreras Escamilla, Jefa del DIEB

NAB/nom
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INSTITUTO NACIONAL DE CIENCIAS
MEDICAS Y NUTRICION

SALVADOR ZUBIRAN
Direccién de Investigacion

FORMA UNICA PARA REGISTRO DE
PROYECTOS

FECHA DE RECEPCION: 18/12/2015 "= - CLAVE: IRE-1805-16/20-1
TITULO: Mecanismos que limitan la duracion de la respuéstd inmune yl su participacién en el desarrollo de la autoinmunidad
INVESTIGADOR RESPONSABLE: ALCOCER VARELA JORGE CARLOS

DEPARTAMENTO G SERVICIO: DEPARTAMENTO DE INMUNOLOGTA Y REUMATOLOGIA

s

TIPO DE INVESTIGACION: INVESTIGACISN EXPERIMENTAL .

PATRCCINADORES: RN .
: Patrocinador  Cantidad "

&
VIGENCIA DEL PROYECTO: Del 15/01/2016 al 15/01/2020

. Trimestre 1 Trimestre 2 Trimestre 3 Trimestre 4

y

i COSTOTOTALES CE LA T INSTITUCIONES PARTICIPANTES .

| INVESTIGACION S ‘

. rsonal $ 0.00¢

\ . i e

| (sueldos y sobresuetdos al personal) : [
(Equipos $0.00: L j: -

) ; 4 ; .

iMateriales : $0.000 - - FIRMAS
{‘E reactivos. consumibles, desechables, ste.) L o

{de laboratorio, cOmputo, transporte, etc.)
|

nimales $0.00 (B - |1B
jg(adquisicién. cuidado, procedinuentos. etc.) .
Estudios $0.00 : s -/
- e Investigador responsable : o Jete de Departamento
‘i(de laboratorio, gabinete,especiales,etc.) ; i :
aticos - $0.00: . g B
| uniones cientificas y trabajo de‘ campo) X
. - Comite de [nvestigacion en Humanos ite de Investigacion e
v blicaciones $0.00. : Animales
‘eosto directos de publicacién. sobregiro) . . <
‘Suscripciones .$0.00 : PN
‘ 1élibros, revistas, software, peric'ydic;)s_ ete) Director d EHMN 2afon ; Direct pcral
, ~ Varios Y N— B - B
teléfono, fax, fotocopias, mensajeria, etc) "
‘Admon. Gastos pacientes $0.00; - Fecha de resolucion
A : 2 G220~ 20/f

iFondo de apoyo $0.00

{15% de la cantidad total del proyecto ;
| _ Total = $0.00;
l ’\\
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FORMATO DE APOYO PARA LA EVALUACION DE PROTOCOLOS POR
LA CINVA DEL INCMNSZ.

No. CINVA:
FOLIO DE REGISTRO: IRE-1805-16/20-1

Fecha de registro del Protocolo: 18 de diciembre de 2015

Titulo del Protocolo: Meeanismos que limitan la duracién de la respuesta inmune y su
participacion en el desarrollo de la autoinmunidad

.

Propuesta’ a) Nueva _—

Investigador ﬁesponsable del Proyecto.

Nombre del Investigador Titular ) Jorge C. Alcocer Varela :

Institucion de Adscripcion Instituto Nacional de Ciencias Médicas vy
) S Nutricion Salvador Zubiran

Departamento de Adscripcion Inmunclogia y Reumatologia

Teléfono 54870900 ext. 2605
Correo electrénico C

Investigadores que Participaran en el Protocolo

Nombre Adsc:ripcio’n~ - Grad”o Teléfono e-mail
José Carlos INCMNSZ Doétorado 54870900 ext. | carlos.crispina@incmnsz.mx
Crispin Acufa - 2610 "

Estudiantes

Nombre Adscripcion Grado a Teléfono e-mail

, obtener
A INCMNSZ- Doctorado 54870900 | |C
- UNAM : ext. 2610

Vigencia del Protocolo.

Fecha estimada de inicio del protocalo ‘ Enero 2016
Fecha tentativa de finalizacion. Diciembre 2021
- & INSTITUTO NMACIONAL DE CIENGIAGY
¢ - : bt MEDICAS ¥ MUTRICION

©E o
s “SALVADOR ZUBIRAN"
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FORMATO DE APOYO PARA LA EVALUACION DE PROTOCOLOS POR
LA CINVA DEL INCMNSZ.

PROTOCOLO PARA EL USO DE ANIMALES EN INVESTIGACION.

-1)  Institucion.en donde se realizara el proyecto. )
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador Zubiran

2) Objetivos generales y especificos del protocolo:

Ve %y

Objetivo General:

Determinar si existe un defecto en la terminacion de la respuesta inmune en pacientes
con enfermedades autoinmunes y evaluar la contribucién de'B55beta al mantenimiento
de la tolerancia inmunologica y la patogenia de enfermedades autoinmunes.

Objetivo Especifico:

Estudiar las consecuencias de la deﬁcxencna de B55beta enun madelo in vivo.

b

3) Justificacién del experimento y los procedimientos en el uso de animales:

Utilizaremos un ratén con deficiencia condicional de Ppp2r2h, el gen que codifica B55beta. Dicho animal,
generado para desarrollar este proyecto, nos permitird eliminar el gen Ppp2r2b en todas las células
hematopaoyéticas; en células T, o en células dendriticas (CDs), al hacer cruzas con ratones transgénicos
que contienen la recombinasa Cre. asociada. a diferentes promotores. Ademas, el ratén contiene un
reportero de B55beta (LacZ) que nos permitird analizar la expresion. del gen en diferentes momentos y
localizaciones de la respuesta inmiine. Con e&ta herramienta unica, podremos evaluar el papel de B55beta
en respuestas inmunes normales (e.g. infeccion por Listeria monocytogenes) y determinar si su presencia
es necesarla para-evitar del desarrollo de patologiarinflamatoria y autoinmune.”

1. Analizar las consecuencias de la ausencia de B55beta en células hematopoyéticas. Como estrategia
inicial, generarémos una linea de ratones que carezca de B55beta en todas las células hematopoyéticas.
Esto se lograra al cruzar el ratén con deficiencia condicional con un ratén que expresa Cre asociado al
promotor de Vav (Georgiades et al, 2002). Esta estrategia nos permitird evaluar las funciones del gen en
forma global, en todas las células del sistema inmune.

1.1. Determinar si la ausencia de B55beta causa enfermedad autoinmune. Con el fin de determinar si la
ausencia de B55beta causa autoinmunidad, vigilaremaos a 3 cohortes de ratones de la cepa C57BL/6
durante un afio: a) B55beta presente; b) deficiencia heterocigota; c) deficiencia‘homocigota. Cada mes
buscaremos proteinuria, presencia de anticuerpos.antinucleares, y mediremos la frecuencia de células T
activadas (CD44+ CD62L-) en sangre periférica. Si los ratones no desarrollan enfermedad epn forma
espontanea, serdn sacrificados al afio de edad y sus érganos seran analizados en busca de signos de
inflamacién. Si los ratones se enferman antes, seran sacrificados y analizados en diferentes momentos.

1.2. Estudiar si la ausencia de B55beta altera la contraccion de células T. Como experimento inicial,
inyectaremos SEB (enterotoxina B de estafilococo) a los ratones. Esto causa la expansion de algunas
clonas de células T. Mediremos la frecuencia de las células T CD4 y CD8 que responden a SEB (Vbeta8)
a lo largo de 2 semanas para:observar su expansion y contraccion. Compararemos esta cinética en
ratones con y sin B55beta. Para el siguiente experimento, cruzaremos a los ratones deficientes en
B55beta con ratones OT-l y OT-ll (que expresan un receptor de células T especifico para péptidos
derivados de ovoalblmina presentados por moléculas de clase | y I, respectivamente). Infectaremos a
estos ratones con una cepa de Listeria monocytogenes que expresa ovoalbimina y estudiaremos fa
expansion y contraccion de las clonas de células T CD8 y CD4, respectivamente (Rodriguez-Rodriguez et
al, 2015).

2. Analizar los efectos de la deficiencia selectiva de B55beta en células T. Con el fin de disecar cual es la

funcion de B55beta en células T y para identificar las consecuencias de la falla en la terminacién de la

respuesta inmune en células T, cruzaremos el ratén con deficiencia condicional de B55beta con un ratdn
que expresa Cre bajo el promotor de CD4 (Lee et al, 2001). Estudiaremos: a) si la activacion, proliferacién,

2




FORMATO DE APOYO PARA LA EVALUACION DE PROTOCOLOS POR
LA CINVA DEL INCMNSZ.

y diferenciacién funcional de las células T es normal; b) si la deficiencia selectiva de B55beta en células T
causa enfermedad autoinmune; ¢) la cinética de expansmn y confraccién clonal durante infeccién por L.
mohocytogenes. .

3. Evaluarlas consecuencias de la deficiencia de B55beta en CDs mieloides. En forma anéloga a los
experimentos del punto 2, cruzaremos el ratén deficiente de B55beta con un ratén CD11c-Cre (Vander
Lugt et al., 2014) y evaluaremos el desarrollo de autoinmunidad y la cinética de expansién y contraccidn
clonal durante infeccidn sistémica. Ademas, evaluaremos si el nimero'y el fenotipo de las CDs es normal.

4 Analizar la expresién de Bb55beta durénte respuestas-inmunes agudas y crénicas. Usaremos el ratdon
repartero en donde las células que expresan B55beta expresaran LacZ. Infectaremos a los ratones
reporteros con dos cepas del virus de corlomemngms linfocitica (LCMV)- que ‘causan una infeccion aguda
(Armstrong) y cronica {clona 13) (Althaus et al,, 2007). Durante la infeccion aguda, analizaremos por
titometria de flujo e inmunohistoquimica (REF) Ia expresion de B55beta (LacZ) en el bazo los-dias 0
(antes de la infeccidn), 2, 5, 7, 14 y 21. La citometria de flujo permitird identificar con mayor facilidad qué
células expresan B55beta, La inmunohistoquimica revelard en qué estructuras anatdmicas (g.g. centros
germinales) se expresa. Durante la infeccién con la.cepa LCMV clona 13 que causa infeccion crénica,
analizaremos la expresion antes de la inféccion v a las semanas 1, 2, 4, 8, 12y 24.

R -~

»

4) Clasificacién del proyecto de acuerdo al nivel de invasividad en los animales.

Categoria C: Los ratones que se usen como donadores de células para experimentos ex vivo, asi como
los ratones en los que se elimine el gen Ppp2r2b de linajes celulares especificos se consideran categoria
C porque ne se espera que sufran de ninguna moléstia.

Categoria D: Los ratones a los que seinyecte SEB 0 que se infecten con Listeria o con LCMV se han
catalogado como categoria D porque se espera que tengan sintomas de malestar general durante
periodos de un dia (en el caso de SEB), de 5 a 7 dias (infeccién con Listeria y con la cepa Armstrong de
LCMV). La cepa 13 de LCMV causa una infeccién cronica asintomatica en los ratones
(https:/lwww.iacuc.cornell. edu/documents/lACUCOGQ 01.pdf).

5) Justificacion de la cantidad de animales participantes en el estudio:
Se estima que se necesitaran 1677 ratones en experimentos y 82 ratones como pies de cria (en total 1759
ratones) para &realizar el proyecto.

’

1. Deficiencia de B55beta en células hematopoyéticas
Se analizara el efecto de la deficiencia de B55beta en células hematopoyéticas.

T

Cepas de ratones 1 por Eval,, Rep. n total
grupo ’
Ppp2r2b** NVav-Cre 10 1 2 20
Autoinmunidad espontanea | Ppp2r2b \Vav-Cre : 10 1 2 20
h Ppp2r2b™ \Vav-Cre 10 1 2 20
Ppp2r2b** Nav-Cre 5 4 3 60
Contraccién clonal (SEB) Ppp2r2b"+ \av-Cre 5 4 3 60
Ppp2r2b™ Vav-Cre 5 4. 3 60

(8]
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OT-I.Ppp2r2b™* Vav-Cre 5 4 3 60

Contraccién clonal de CD4
durante infeccién aguda | OT-Il.Ppp2r2b¥* Vav-Cre 5 4 3 60
. con L. monocytogenes - .
- : OT-Il.Ppp2r2b™ . Vav-Cre 5 4 3 60 -

OT-1.Ppp2r2b** Mav-Cre 5 4 3 60

Contraccién clonal de CD8
durante infeccién aguda | OT-1.Ppp2r2b¥* Vav-Cre 5 4. 3 60
con L. monocytogenes 2

OT-1.Ppp2r26™.\/av-Cre 5 4 "3 60

Total de ratones : 600

3
3

2. Deficiencia de B55beta en células T
Se analizara el efecto de la deficiencia de BBSbeta en linfocitos T.

N L n por
€epas de ratones grupo Eval. Rep. n total
Ppp2r2b**.Cd4-Cre 13 1 3 9
. Activgcion Y QIferenciacién Ppp2robi+ Cdd-Cre - 3 ’ 1 3 9
| v de células in vitro
| Ppp2r2b"M.Cd4-Cre 3 1 3 9
Ppp2r2h*.Cd4-Cre 10 1 | 2 20
Autoinmunidad esponténea | Ppp2r2b™*.Cd4-Cre . 10 1 2 20
OT-I.Ppp2r2b**.Cd4-Cre 5 4 3 60

Contraccién ci"onal de CD4
durante infeccién aguda | OT-Il.Ppp2r2b™*.Cd4-Cre 5 4 .3 60
con L. monocytogenes

OT-I1.Ppp2r2b™.Cd4=Cre 5 4 3 60

OT-I.Ppp2r2b** Cd4-Cre 5 4 3 80

Contraccién clonal de CD8 : :
durante infeccién aguda | OT-1.Ppp2r2b™*.Cd4-Cre 5 4 7 3 60
con L. monocytogenes

OT-1.Ppp2r2b™.Cd4-Cre 5 4 3 | 6o

Total de ratones : | 447

v

3. Deficiencia de B55beta en células dendriticas (CDs) mieloides .
Se analizara el efecto de la deficiencia de B55beta en células dendriticas mieloides.

N

|

|

3 : Ppp2robiM Cd4-Cra’ 10 "1 2 20
k4

|

n por ‘
Cepas de ratones grupo Eval. Rep. n total
Ppp2r2b**.Cd11¢c-Cre 5 1 -2 10
Numero y fenotipo de CDs | Ppp2r2b¥*.Cd11c-Cre 5 1 2 10
} B Ppp2r2b™.Cd11c-Cre 5 1 12 10
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Ppp2r2b**.Cd11c-Cre 10 1 ‘ 2 20
Autoinmunidad espontanea Ppp2r2bf"+.Cd‘11c-Cré 10 17 -2 20
P})p2r2bf”ﬂ.Cd1 1c-Cre -~ 10 1 . 2 20
OT-Il.Ppp2r2b**.Cd11c-Cre 5 | 4 3 60

Contraccién clonal de CD4 -
durante infeccion aguda | OT-IL.Ppp2r2b™*.Cdt1c-Cre 5 4 3 | 60
~con L. monocytogenes

OT-I1.Ppp2rabii Cd11c-Cre 5 4 3 60

OT-l.Ppp2r2p**.Cd11c-Cre 5 L 4 3 60

Contraccién clonal de CD8 -
durante infeccion - aguda | OT-1.Ppp2r2b™*.Cd11¢c-Cre 5 4 A 3 1 60
con L. monocytogenes =

OT-1.Ppp2r2b™.Cd11c-Cre 5 4 3 60

Total de ratones AN MAC , ’ " 450

4. Expresion de B55beta durante infecciones agudas y crénicas
Se usara un ratén reportero para analizar la expresion de B55beta durante infecciones virales.

n por
. | Cepas de ratones grupo Evai}. Rep. n t‘otal A
Infeccién aguda (LCMV Lacziv .
Armstrong) Fp par2hy 5 6 3 90
Infeccién crénica (LCMV Laczi+®
clona 13) Ppp2r2b-a 5 6 3 90
Total de ratones | . o o 180

Las colonias de ratones (Ppp2r2b™, Ppp2raptecz+ QOT-l, OT-ll, Cd4-Cre, Vav-Cre y lineas derivadas de
éstas) se mantendran en el bioterio del INCMNSZ en donde tenemos un cuarto asignado con jaulas que
han sido adquiridas por la Dra. Rosetti. El personal del bioterio proveera de apoyo técnico (limpieza y
cambio de cama, agua y comida), pero nosofros manejaremos las colonias y realizaremos la
genotipificacion. Los ratones Cd11c-Cre seran comprados en Jackson Laboratories (Bar Harbor, EUA).
Estos cuentan con certificado microbioldgico y podran ser aceptados en el bioterio sin pasar por
cuarentena. Las demas cepas las mudaremos del bioterio del Instituto Investigaciones Biomeédicas. Previo
| a su traslado se solicitard permiso a la M:\V.Z Mariela Contreras Escamilla, a quten se entregard un
certificado de salud. Estos ratones se someteran a cuarentena.

%

6) Describir como se realizara la transportacion o movilizacién de los. animales
experimentales fuera de las instalaciones del bioterio, en caso de ser necesario.

Se espera que no sea necesario movilizar a los ratones fuera del bioterio durante el periodo experimental.
Para su sacrificio, los ratones se movilizaran al laboratorio del Dr. Crispin, ubicado dentro del
Departamento de Inmunologia y Reumatologia del INCMNSZ. Para esto, se llevaran cargados en las cajas
correspondientes dlrectamente del bioterio al laboratario.
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7y Mencione el nimero y las especies animales, asi como el género que serdn usados en las
actividades de este protocolo.

Todas las cepas de ratones que serén utilizadas se encuentran en el fondo genético C57BL/6 (B6).

OT-l: Son ratones transgénicos que cuentan con las tadenas transgénicas a y B de un TCR que reconoce
un péptido derivado de ovalbimina (OVA) presentado por moléculas de clase | ’ ’

10 R . N
OT-ll: Son ratones transgénicos que cuentan con las cadenas transgénicas o y § de un TCR que reconoce
un péptido derivado de ovalbumma (OVA) presentado por moléculas de clase Il.
Ppp2r2p™: Tienen el 3er exon del gen que codifica para B55beta (Ppp2r2b) flanqueado por regiones Lox
que son reconocidas por la recombinasa de DNA Cre. Eso permite eliminar dicho exén en células que

. expresan Cre. Al cruzar esta linea con ratones que expresan Cre bajo el control de diferentes promotores, |

se producen lineas con deficiencia condicional de B55beta.
! : ¢

vap2r2bLaCZ’+: Este raton tiene un alelo de Ppp2r2b-eén donde se ha insertado el gen LacZ (que codifica

para la B galactosidasa). El resultado es que se expresa § galactosidasa en las células que deberian
expresar B55beta. Los ratones heterogigotos.(i.e. con un alelo nativo de Ppp2r2b) expresan B55beta y f
galactosidasa. Esta ultima puede ser reéconocida con anticuerpos especificos para citometria de flujo yen
inmunohistoquimica.

Cd4-Cre: Este ratdn tiene un transgén que codifica para la recombmasa Cre bajo el control del promotor
de Cd4. g

Cd11c-Cre: Este raton tiene un transgén que codn‘lca para la recombinasa Cre bajo el control del promotor
de Cdffiec. :

Vav-Cre: Este ratén tiene un transgén.que codifica para la recombinasa Cre bajo el control del promotor de
Vav.

L

FUN

Programa de Produccién de cepds y Reproduccién (planeado para 2 aﬁos)\:

1. Ppp2r2b"\/av-Cre

“Se cruzaran ratones Ppp2r2b™ y VVav-Cre para obtener esta linea. La primera generacion sera Ppp2r2b/i*
P

con o sin el transgén Vav-Cre. Se escogeran Ppp2r2b™*.Vav-Cre* como pies de cria.

Se usaran en experimentos las ratonas hembras Vav-Cre* homocigotas para el alelo silvestre de Ppp2r2b
(Ppp2r2b**) y homocigotas y heterocigotas para el alelo fl (Ppp2r2b"™ y Ppp2r2b", respectivamente).
Ratones necesarios: 80 de cada genotipo (80 ¥, 80 1y 80 */*).

Asumiendo 5 crias por embarazo, 8 embarazos al afio, se esperan 40 crias por pareja/afio.

De éstos, se espera que el 25% sea Ppp2r2b*, 25% Ppp2r2b** y 50% Ppp2r2b ¥*. Esto es 10, 10 y 20
crias por pareja/afio, respectivamente. Dado que se usaran sdlo hembras para los experimentos (5, 5y 10
por pareja/afno), se requieren 2 machos y 8 hembras como pie de cria.

T

2. OT-lL. Ppp2r2bﬂ’” Vav-Cre ‘

Inicialmente, se cruzaran ratones OT-ll y Ppp2r2bﬂ’f' para obtener ratones OT-I. Ppp2r2b™*. La primera
generacion sera Ppp2r2b™ con o sin el transgén OT-Hl. Se cruzaran Ppp2r2b7+ OT-II* con ratones Vav-Cre
y se escogeran crias Ppp2r2b¥* OT-II* Vav-Cre* como pies de cria.

Se usaran en experimentos las ratonas hembras OT-II* Vav-Cre* homocigotas para el alelo silvestre de
Ppp2r2b (Ppp2r2b**) y homocigotas y heterocigotas para el alelo fl - (Ppp2r2b™ y Ppp2r2pi,
respectivamente).

Ratones necesarios: 60 de cada genotlpo (607 60 U+ y B0 ).

Asumiendo 5 crias por embarazo, 8 embarazos aI afio, se esperan 40 crias por pareja/afo.

De éstos, se espera que el 25% sea Ppp2r2b™, 25% Ppp2r2b** y 50% Ppp2r2b V*. Esto es 10, 10y 20

crias por pareja/afio, respectivamente. Dado que se usaran solo hembras para los experimentos (5, 5y 10

por pareja/afio), se requierén 2 machos y 6 hembras como pie de cria.

3. OT-l.Ppp2r2b¥ vav-Cre
Iniciaimente, se cruzaran ratones OT-l y Ppp2r2b™ para obtener ratones OT-l.Ppp2r2b™*. La pr|mera

6
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generacion sera Ppp2r2b™ con o sin el transgén OT-I. Se cruzaran Ppp2r2b®* OT-1" con ratones Vav-Cre

'y se escogeran crias Ppp2r2b* OT-I* Vav-Cre* coma pies de cria.

Se usaran en experimentos las ratonas hembras OT-I" Vav-Cre* homocigotas para el alelo silvestre de
Ppp2r2b (Ppp2r2b*™) y homomgotas y heterocigotas para el alelo fl (Ppp2r2b™ vy Ppp2r2p™,
respectivamente).

Ratones necesarios: 60 de cada genctipo (60 " 60 ¥+ y 60 *).

Asumiendo 5 crias por embarazo, 8 embarazos al ario, se esperan 40 crias por pareja/afo.

De éstos, se espera que el 25% sea Ppp2r2b™, 25% Ppp2r2b** y 50% Ppp2r2b V", Esto es 10, 10y 20
crias por pareja/afio, respectivamente. Dado que se usaran solo hembras para los experimentos (5 5y 10
por pareja/afio), se requ1eren 2 machos y 6 hembras-como pie de cria.

(LS

4, Ppp2r2b.Cd4-Cre -

Se cruzaran ratones Ppp2r2b" y Cd4-Cre para obtener esta linea. La primera generacién serd Ppp2r2p™*
con o sin el transgén Cd4-Cre. Se escogeran Ppp2r2b™*.Cd4-Cre™ como gies de cria.

Se usaran en experimentos las ratonas hembras Cd4-Cre* homocigotas para el alelo silvestre de Ppp2r2b
(Ppp2r2b™) y homocigotas y heterocigotas para el alelo fl (Ppp2r2b™ y Ppp2r2b™*, respectivamente).
Ratones necesarios: 29 de cada genotipo (29 8, 29 T+ y 29+,

Asumiendo 5 crias por embarazo, 8 embarazos al afio, se esperan 40 crias por pareja/afio.

De éstos, se espera que el 25% sea Ppp2r2b™, 25% Ppp2r2b** y 50% Ppp2rzb . Esto es 10, 10 y 20
crias por pareja/afio, respectlvamente Dado que se usaran solo hembras para los experimentos (5, 5y 10
por pareja/ano), se requieren 2 machos y 6 hembras como pie de cria.

5. OT-Il.Ppp2r2b™.Cd4-Cre ‘

Se cruzaran ratones Ppp2r2b"* OT-I* con ratones Cd4 Cre y se escogeran crias Ppp2r2b" OT-II* Cd4-
Cre* como pies de cria. )
Se usaran en experimentos las ratonas hembras*OT-II* Cd4-Cre* homocigotas para el alelo silvestre de
Ppp2r2b {(Ppp2r2b**} y homocigotas y heteromgotas para el alelo fl (Ppp2r2b"™ vy Ppp2r2p®-,
respectivamente). RN

Ratones necesarios: 60 de cada genctipo (80", 60 1y 60 *),

Asumiendo 5 crias por embarazo, 8 embarazos al afio, se esperan 40 crias por pareja/afio.

De éstos, se espera que el 25% sea Ppp2r2b?, 25% Ppp2r2b*™* y 50% Ppp2r2b ¥ Esto es 10, 10y 20
crias por pareja/afo, respectlvamente Dado que s& usaran solo hembras para-los experlmentos (5, 5y 10
por pareja/anc), se requieren 2 macéhos y 6 hembras como pie de cria.

6. OT-.Ppp2r2b™.Cd4-Cre ‘
Iniciaimente, se cruzaran ratones OT-l y Ppp2r2b™ para obtener ratones OT-l.Ppp2r2b™*. La primera

| generacién sera Ppp2r2b™ con o sin el transgén OT-l. Se cruzaran Ppp2r2b™* .OT-I* con ratones. Cd4-Cre

y se escogeran crias Ppp2r2b™* OT-I* Cd4-Cre* como pies de cria.
Se usaran en experimentos las ratonas hembras OT-I" Cd4-Cre™ homocigotas para el alelo silvestre de
Ppp2r2b (Ppp2r2b**) y homacigotas y heterocigotas para el alelo fl (Ppp2r2p™ y Ppp2ropt,
respectivamente).
Ratones necesarios: 60 de cada genotipo (60 M, 60 ¥ y 60.**).
Asumiendo 5 crias por embarazo, 8 embarazos al afio, se esperan 40 crias por pareja/afio.
De éstos; se espera que el 25% sea Ppp2r2b’-, 25% Ppp2r2b** y 50% Ppp2r2b ¥+, Esto es 10, 10 y 20
crias por pareja/afio, respectivamente. Dado que se usaran soélo hembras para los experimentos (5, 5y 10
por pareja/ano), se requieren 2 machos y 6 hembrasfcomo pie de cria.

: }

7. Ppp2r2b"M.Cd11c-Cre

Se cruzaran ratones Pp,o2r2bf"ﬂ y Cdi1c-Cre para obtener esta linea. La primera generac1on sera
Ppp2r2b"* con o sin el transgén Cd11c-Cre. Se escogeran Ppp2r2b¥.Cd11c-Cre* como pies de cria.

Se usaran en experimentos las ratonas hembras Cd11c-Cre* homocigotas para el alelo silvestre de
Ppp2r2p (Ppp2r2b*™*)” y homocigotas y heteracigotas para el alelo fi (Ppp2r2p™ y Ppp2rop™
respectivamente).

Ratones necesarios: 30 de cada genotipo (30 ¥, 30 Iy 30 **).

Asumiendo 5 crias por embarazo, 8 embarazos al afic, se esperan 40 crias por pareja/afo.

De éstos, se espera que el 25% sea Ppp2r2b™, 25% Ppp2r2b™* y 50% Ppp2r2b ¥+, Esto es 10, 10 y 20
crias por pareja/afio, respectivamente. Dado que se usaran sélo hembras para los expenmentos (5,5y10
por pareja/afio), se requieren-1.machoy 3 hembras como pie de cna
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8. OT-ll.Ppp2r2b™.Cd11c-Cre

Se cruzaran ratones Ppp2r2b™*.OT-II* con ratones Cd11c—Cre y se escogeran crias Ppp2r2b™ OT-II*
Cd11c-Cre* como pies de cria.

Se usaran en experimentos las ratonas hembras OT-II* Cd11¢-Cre* homocigotas para el alelo silvestre de
Ppp2r2b (Ppp2r2b**) y homocigotas y heterocigotas para el alelo fl (Ppp2r2b™ vy Ppp2r2bh*,
respectivamente).

Ratones necesarios: 60 de cada genotlpo (60 ¥4 60 i+ y B0 *).

Asumiendo 5 crias por embarazo, 8 embarazos al afio; se esperan 40 crias por pareja/afo.

De éstos, se espera que el 25% sea Ppp2r2b’, 25% Ppp2r2b**y 50% Ppp2r2b V*, Esto es 10, 10y 20
crias por pareja/afio, respectivamente. Dado que se usaran solo hembras para los experimentos (5, 5y 10
por pareja/ano), se requieren 2 machos y 6 hembras.como pie de cria.

[

9. OT-.Ppp2r2b™.Cd11c-Cre

Inicialmente, se cruzaran ratones OT-l \% Ppp2r2b“’” para obtener ratones OT-. Ppp2r2b™ . La primera
generacion serd Ppp2r2b¥* con o sin el transgén OT-1. Se cruzaran Ppp2r2b™*.OT-* con ratones Cdiic-
Cre y se escogeran crias Ppp2r2b¥* OT-I* Cd11¢c-Cre* como pies de cria.

Se usaran en experimentos las ratonas hembras OT-I* Cd11c-Cre* homocigotas para el alelo silvestre de
Ppp2r2b (Ppp2r2b*™) y homocigotas y heterocigotas para el alelo fi (Ppp2r2b™ y Ppp2r2p™,
respectivamente).

Ratones necesarios: 60 de cada genotjpg (60", 60 "y 60 *).

Asumiendo 5 crias por embara2g, 8 embarazos al afio, se esperan 40 crias por pareja/ano

De éstos, se espera que el 25% sea Ppp2r2b™, 25% Ppp2r2b** y 50% Ppp2r2b ¥+, Esto s 10, 10y 20
crias por pareja/afio, respectivamente. Dado que se usaradn soélo hembras para los experimentos (5, 5y 10
por pareja/afno), se requieren 2 machos y 6 hembras como pte de cria.

10. Ppp2r2h-esZ
Se mantendrd la linea cruzando ratones heterocigotos (Ppp2r2btecZ+),

Se usaran en experimentos ratonas hembras heterocigotas (Ppp2r2p-acZi+),
Ratones necesarios: 180. e - ‘

Asumiendo 5 crias por embarazo, 8 embarazos al afio, se esperan 40 crias por pareja/afio.

De éstos, se espera que el 50% sea Ppp2r2bt3°Z* Esto es 20 crias por pareja/afio. Dado que se usaran
sélo hembras para los experimentos (10 por pareja/afio), se requieren 3 machos y 9 hembras como pie de

cria. ) RN
3

Género — Especie. Cantidad Rango de Rango de Sexo

Fondo genético peso edad
Ppp2r2b™ \av-Cre 240 20-25¢ 8-12 sem Hembras
OT-il.Ppp2r2b™ Vav-Cre 180 20-25g 8-12 sem Hembras
OT-1.Ppp2r2bV \av-Cre 180 20-25¢ 8-12 sem Hembras
Ppp2r26™.Cd4-Cre 87 20-25g 8-12 sem Hembras
OT-Il.Ppp2r2b™M.Cd4-Cre ' 180 20-25g 8-12 sem Hembras
OT-l.Ppp2r2b¥.Cd4-Cre - 180 20-25g 8-12 sem Hembras
Ppp2r26".Cd11c-Cre 90 20-25¢ 8-12 sem Hembras
OT-Il.Ppp2r2p™.Cd11c-Cre - / * 180 20-25¢ 8-12 sem Hembras
OT-l.Ppp2r2b™.Cd11c-Cre 180 20-25¢g 8-12 sem Hembras
Ppp2raptacs* 180 20-25g 8-12sem | Hembras
Ppp2r2b™ \Jay-Cre, Cd4-Cre, Cd11c-Cre, OT- 82 20-25¢g 8-12 sem Hembras
I, OT-Il, Ppp2r2bta<Z* (pies de cria) y Machos
No. TOTAL DE ANIMALES: 1759

8) Especificar el tiempo que permaneceran los animales en el DIEB.

Se mantendran las colonias en el bioterio durante la duracién del proyecto.
LLa duracion de los experimentos es variable, algunos estéan planeados para durar 2 semanas y algunos

hasta un afio (la observacion de cada cohorte con deficiencia condicional de B55beta).
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9) Procedimientos que se realizaran con los animales.

Procedimiento i NQ | Sl | Frecuencia, cantidad y via.
Manipulacién de Ja dieta y de agua. -X
Toma;de muestras biolagicas. . X' | Biopsia-de cala para genotipificacion.
En una ocasioén (a las 2-3 semanas
N - de edad). ~
- S : o Toma de muestra de orina (mensual).
s Toma de muestra de sangre (50 ul)

una vez al mes.

Colocacion de canulas y sondas. X

Técnica para observacxon y modificacion de - .
conducta. . -

Inoculaciones de agentes biglégicos y quimicos. X | Infeccién con Listeria monocytogenes
y con LCMV. Inyeccion de SEB.

Procedimientos quirdrgicos con recuperacion.

Procedimientos quirdrgicos sin recuperacion.

Uso de adyuvantes (indicar cudles)

Restriccion fisica

Confinamiento o aislamiento

Produccion de anticuerpos monoclonales o
policlonales.

Induccion de lesiones -

Agentes teratogénicos o carcinogénicos

Administracion de sustancias quimicas toxmas

implantes o injertos .

MUXPXXEX] XXX XXX

Estudios estereotaxicos.

Otros: Colocacién de arete numerado ! X | En una ocasgién, al momento de la
i biopsia de cola.

10) Describir detalladamente los procedimientos a realizar incluyendo material, sujecién,
vias de administracién o toma de muestra, frecuencia, nimero de veces de muestreo,
volumen de aplicacion y volumen de toma de muestra, etc.

Toma.de muestra para genatipificacion y colocacién de arete numerado

Se cortara una porcion de la cola de los ratones (0.1-0.2 cm) entre las 2 y las 3 semanas de edad, como
fuente de DNA. Se colocara un arete numerado en la oreja izquierda para la identificacion del raton. Este
procedimiento sera realizado por José C. Crispin o Gabriela Sanchez Navarro.

Toma de muestra de orina . ' -
Se sujeta al ratén y se le coloca un tubo eppendorf de 1.8 mL para recibir la orina. Séio se requiere de 10
uL de orina.

Toma de muestra de sanare -
Se coloca al ratén en un inmovilizador con la cola expuesta. Se limpia la cola con una torunda con alcohol
y se realiza una incisién a 45° de un mm de profundidad a nivel de la vena caudal. Se colecta la sangre en
un tubo capilar. Al termiinar, se presiona el sitio de la herida hasta que pare el sangrado.

Aislamiento de Células T v presentadoras de antigenos

Los ratones seran sacrificados bajo la norma institucional y se disecaran los tejidos necesarios. Para
obtener células T, se usardn ganglios linfaticos (axilares e inguinales) y bazos. Para obtener células
dendriticas, se aislara médula dsea del fémur. '

Inyeccién de SEB -
Se colocara al ratén receptor en un inmovilizador con la cola expuesta. Se localizara la vena caudal y se

9
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inyectara la enterotoxina B de estaﬂlococo (10 ng en 50 puL de PBS). Se liberara al raton y se devolvera a
su jaula.

Infecgién con Listeria monocytogenes o v
Se colocara al raton receptor en un inmovilizador con la cola expuesta. Se localizard la vena caudal y se
inyectara la Listeria monocytogenes (3000 cfu en 100 uL de PBS). Se liberara al ratén y se devolverd a su
jaula. Los ratones de la jaula, asi como la jaula y el material de cama se esteriizan antes de ser
desechados o vueltos a usar.

<9

Infeccion con LCMV (virus de coriomeningitis linfocitica) -

Se sujeta al ratén exponiendo su abddmen y se le inyecta por via 1ntrapentoneal 2x10% pfu de LCMV
Armstrong en 200 pL de RPMI o 2x108 pfu de LCMV Clona 13 in 200uL de RPMI. Se libera al ratén y se
devuelve a su jaula. Los ratones de la ‘éula asf como la jaula y el material de cama se esterilizan antes de
ser desechados o vueltos a usar.

Se anexan las hormas de operacién de Listeria y LCMV

X

José C. Crispin y Gabriela Sanchez Navarro realizaran estos procedimientos.

11) Agentes analgésicos, anestésicos y/o‘tranquilizantes que se utilizaran.

Tipo Agente ‘Dosis Via de admén. Frecuencia

No seran utilizados R ”

12) g,bué parametros empleara para conocer el grado de Anestesia o analgesia del
agente a utilizar?

No se utilizaran agentes anestésicos.

*
13) Cuando el protocolo incluya procedimientos invasivos de categorias C, D y E (cirugias)
especificar los cuidados pre y post-operatorios (utilizaciénde antlblo’ncos analgésicos,
limpieza y desinfeccién).

No se realizaran procedimientos quirtrgicos.

14) Evaluacién de signos de deterioro del bienestar de los animales.

No se espera que estos parametros cambien durante el estudio.

Parametro

a) Peso corporal

b) Apariencia

c) Signos clinicos (Temp., FC., FR. etc)

d) Conducta espontanea.

[eHellellellelle]

e) Conducta provocada.

10
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15) ¢ Cuales seran los criterios para establecer el “punto final humanitario”?

Las infecciones que se inducirdn solamente causan malestar general en los ratories de aproximadamente
uha semana de duracién. No se espera que los ratones que se observaran desarrollen enfermedad
espontanea. Sfn embargo, los animales se observaran y se registrardan cambios en su comportamiento y
apariencia. Si detectamos enfermedad en los ratones, manifestada por pérdida de peso moderada a grave
(10-20%) o cambios en su comportamiento, se sacrlﬂcara al ratén. En otras palabras, el valor que en el
que se considerara punto fmal experlmental es de 5: perdlda de peso maderada’y estado general afectado.

Criterios de punto final

En base en los parametros seleccionados para evaluar la condicion del apimal hay que determinar en qué
momento se procedera a la eutanasia humanitaria del mismo. Los parametros observados pueden
“cuantificarse” asignando valores arbitrarios segun la gravedad que presentent

a. Variacion de peso corporal:
1. - Aceptable una dlsmmumon del 5-10% en un lapso corto
2. - Moderada del 10-20%
3. Substancial > 41 20% (cr[terlo de punto final).
b. Los valores como la postura, piloereccién, comportamiento social eic., pueden valorarse segun la
escala:
1. Osiesnormal. ~
2. 1 siel parametro en cues’uon se ve ligeramente alterado
3. 2 siestd afectado
4. 3 siesta muy afectado.

Hay que tener en cuenta que no existe un criterio de punto final adaptable a todos los procedimientos v es
el Investigador Responsable del experimento el que, basandose en observaciones de ensayos piloto o
por datos de experimentos similares ya- publicados, debe confeccionar su propio protocolo de
determinacion de punto final de manera que cumpla la normativa vigente en cuanto a proteccion de los
animales utilizados en experimentacion y por otra se evite la pérdida de datos del estudio.
& .
Para mayor informacién: Canadian Council on Animal Care
http:Aww.ccac.ca/Documents/StandardsiGuidelines/Appropriate endpoint.pdf

16) ¢Cual sera el método de eutanasia que utilizara?

:

Asfixia con CO»

"

17) ¢ El protocolo representa riesgo ‘bioldgico?
Si.

Se anexan las normas de operacidn de Listeria y LCMV en donde se describen los procedimientos y
precauciones necesarias para evitar el riesgo blOlOgICO

Los experimentos en los que se infecten ratones con Listeria o con LCMV se realizaran en el cuarto de
BSL3 del bioterio a cargo def Dr. Rogelio Hernandez Pando. Hemos hablado con ély nos ha dado su
autorizacién para eso.

Los ratones infectados serén sacrificados en el bioterio, antes de salir del 4rea BSL3. Los caddveres, asi
como el material (jaulas y contenido) seran esterilizados por autoclave antes de salir del area BSL3.
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18) ¢ Cudl serd el destino final de los animales utilizados en el proyecto?

El destino final de todos los ratones que se utilizaran en este proyecto es la obtencion de drganos para
distintos andlisis. De algunos se obtendran células, de otros sueros y tejidos que se analizaran
histopatoldgicamente. '

#
Los cadaveres seran puestos en una bolsa amarilla que tenga la leyenda “Residuo Biolégico™ y sera
colocado en el lugar de desechos biolégicos para ser descartados.

Me comprometo a que mi grupo de investigacién conducira el protocolo de Investigacion de

_ acuerdo con los lineamentes éticos y humanitarios que rigen la experimentacion con animales,
a asi como cumplir los aspectos relativos al cuidado, manejo y uso de los animales de laboratorio
que se describen en la NOM-062-Z00-1998.

£ o i !,:f’/ RN ' :
%N’ L | *

Jorge Alcocer Varela

Nombre y firma del Investigador Responsable

Cargo Firma
Dra. Norma Bobadilla Sandoval . " | oordinadora
Dr. Jorge Alberio Barrios Payan Secretario
M. en C. Octavio Villanueva Sanchez Vocal
Dra. Elena Zambrano Gonzélez Voeal
Dr. Alejandro Zentella Dehesa Vocal
Dra. Nimbe Torres y Torres \ocal
Dr. Gonzalo Torres Villalobos Vocal —
Dra. Maria Elena Flores Carrasco | Vocal
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PROTOCOLO PARA EL USO DE ANIMALES EN INVESTIGACION.

1)  Institucién en donde se realizara el proyecto.
instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran

2) Objetivos generales y especificos del protocolo:

Objetivo General: :

Determinar si existe un defecto en la terminacién de la respuesta inmune en pacientes
con enfermedades autoinmunes y evaluar la contribuciéon de B55heta al mantenimiento
de la tolerancia inmunoldgica y la patogenia de enfermedades autoinmunes.

Objetivo Especifico:

Estudiar las consecuencias de la défitiencia de B55beta en un modelo in vivo.

3) Justificacion del experimento y los procedimientos en el uso de animales:

Utilizaremos un ratdn con deficiencia condicional de Ppp2r2b, el gen que codifica B55beta. Dicho animal,
generado para desarrollar este proyecto, nos permitira eliminar el gen Ppp2r2b en todas las células
hematopoyéticas, en células T, o en células dendriticas (CDs), al hacer cruzas con ratones transgénicos
que contienen la recombinasa Cre -asociada-a diferentes promotores. Ademas, el ratén contiene un
reportero de B55beta (LacZ) que nos permitira analizar la expresién del gen en diferentes momentos y
localizaciones de la respuesta inmune. Contesta herramienta Unica, podremos evaluar el papel de B55beta
en respuestas inmunes normales (e.g. infeccidn por Listeria monocytogenes) y determinar si su presencia
es necesaria para evitar del desarrollo de patologia‘inflamatoria y autoinmune.-”

1. Analizar las cgnsecuencias de la ausencia de B55beta en células hematopoyéticas. Como estrategia
inicial, generaremos una linea de ratones que carezca de B55beta en todas las células hematopoyéticas.
Esto se logrard al cruzar el ratén con deficiencia condicional con un ratén que expresa Cre asociado al
promotor de Vav (Georgiades et al, 2002). Esta estrategia nos permitird evaluar las funciones del gen en
forma global, en todas las células del sistema inmune.

1.1. Determinar si la ausencia de B55beta causa enfermedad autoinmune. Con el fin de determinar si la
ausencia de Bbbbeta causa autoinmunidad, vigilaremos a 3 cohortes de ratones de la cepa C57BL/6
durante un afio: a) B55beta presente; b) deficiengia heterocigota; c) deficiencia homocigota. Cada mes
buscaremos proteinuria, presencia de anticuerpos antinucleares, y mediremos la frecuencia de células T
activadas (CD44+ CD62L-) en sangre periférica. Si los ratones no desarroilan enfermedad en forma
espontanea, seran sacrificados al afio de edad'y sus dérganos seran analizados en busca de signos de
inflamacion. Si los ratones se enferman antes, seran sacrificados y analizados en diferentes momentos.

1.2. Estudiar si la ausencia de B55beta altera la contraccién de células T. Como experimento inicial,

inyectaremos SEB (enterotoxina B de estafilococo) a los ratones. Esto causa la expansidn de algunas

clonas de células T. Mediremos la frecuencia de las células T CD4 y CD8 que responden a SEB (Vbeta8)

a lo largo de 2 semanas para observar su expansion y contracciéon. Compararemos esta cinética en

ratones con y sin B55beta. Para el siguiente experimento, cruzaremos a los ratones deficientes en

B55beta con ratones OT-l y OT-lIt (que expresan un receptor de células T especifico para péptidos

derivados de ovoalbUmina presentados por moléculas de clase 1 y Il, respectivamente). Infectaremos a

estos ratones con una cepa de Listeria monocyfogenes .que expresa ovoalblmina y estudiaremos la

expansién y contraccion de las clonas de células T CD8 y CD4, respectivamente (Rodriguez-Rodriguez et -
al, 2015). :

2. Analizar los efectos de la deficiencia selectiva de B55beta en células T. Con el fin de disecar cuél es la
funcién de B55beta en células T y para identificar las cansecuencias de la falla en la terminacion de la
respuesta inmune en céiulas T, cruzaremos el ratén con deficiencia condicional de B55beta con un ratdn
que expresa Cre bajo el promotor de CD4 (Lee et al, 2001). Estudiaremos: a) si la activacion, proliferacién,

2
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y diferenciacién funcional de las células T es normal; b) si la deficiencia selectiva de B55beta en células T
causa enfermedad autoinmune; ¢) la cinética de expansién y contraccién clonal durante infeccion por L.
monocyfogenes. '

3. Evaluar las consecuencias de la deficiencia de B55beta en CDs mieloides. En forma anéloga a los
experimentos del punto 2, cruzarémos el raton deficiente de B55beta con un ratén CD11¢c-Cre (Vander
Lugt et al,, 2014) y evaluaremos el desarrollo de autoinmunidad y la cinética de expansién y contraccidn
clonal durante infeccién sistémica. Ademas, evaluaremos si el nimero vy el fenotipo de las CDs es normal.

4 Analizar la expresién de B55beta durante respuestas inmunes agudas y crénicas. Usaremos el raton
reportero en donde las célilas que expresan B55beta expresaran lLacZ. Infectaremos a los ratones
reporteros con dos cepas del'virus de coriomeningitis linfocitica (LCMV) que causan una infeccién aguda
(Armstrong) y crénica (clona 13) (Althaus et al., 2007). Durante la infeccién aguda, analizaremos por
citometria de flujo e inmunohistoquimica (REF) la expresidn de B55beta (LacZ) en el bazo los dias 0
(antes de la infeccioén), 2, 5, 7, 14 y 21. La citometria de flujo permitird identificar con mayor facilidad qué
células expresan Bb5bbeta. La inmunohistoquimica revelard en qué estructuras anatdmicas (e.g. centros
germinales) se expresa. Durante la infeccién con la cepa LCMV clona 13 que causa infeccién cronica,
analizaremos la expresion antes de la infeccion y a las semanas 1, 2, 4, 8, 12y 24.

SN

4) Clasificacion del proyecto de acuerdo al nivel de invasividad en los animales.

Categoria C: Los ratones que se usen como donadores de células para experimentos ex vivo, asi como
los ratones en los que se elimine el gen Ppp2r2b de linajes celulares especificos se consideran categoria
C porque no se espera que sufran de ninguna moléstia.

Categoria D: Los ratones a los que 'se ihyecté SEB o que se infecten con Listeria o con LCMV se han
catalogado como categoria D porque se espera que tengan sintomas de malestar general durante
periodos de un dia (en el caso de SEB), de 5 a 7 dias (infeccidn con Listeria y con la cepa Armstrong de
LCMV). La cepa. 13 de LCMV causa -ung, infeccion cronica asintomatica en los ratones
(https:/fwww.iacuc.cornell.edu/docurpents/IACUC009.01.pdf). )

5)  Justificacion de la cantidad de animales participantes en el estudio:

Se estima que se necesitaran 1677 ratones en experimentos y 82 ratones como pies de cria (en fotal 1759
ratones) para realizar el proyecto.

?

1. Deficiencia de B55beta en células hematopoyéticas ‘
Se analizara el efecto de la deficiencia de B55beta en células hematopoyéticas.

Cepas de ratbnes S;‘E;:) Eval. Rep. n total
Ppp2r2b** Vav-Cre 10 1 2 20
Autoinmunidad espontanea ‘Pppgr2bﬂ’*,Vav-Cre i 10 1 2 - 20
Ppp2r2b™ Vav-Cre 10 1 2 20
Ppp2r2b*"* Mav-Cre 5 4 3 60
Contraccién clonal (SEB) Ppp2r26" Vav-Cre © 5 4 3 60
Ppp2r2bM \Vav-Cre 5 4 3 60
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OT-ll.Ppp2r2b** Vav-Cre 5 4 3 60

Contraccién clonal de CD4
durante infeccién aguda | OT-il.Ppp2r2b"* Vav-Cre 5 4 3 60
con L. monocytogenes

OT-1l.Ppp2r2s™ \av-Cre 5 4 3 80

OT-1.Ppp2r2b*™* Vav-Cré 5 4 3 60

Contraccién clonal de CD8 — -
durante infeccién aguda | OT-l.Ppp2r2b™* Vav-Cre 5 4 3 80
con L. monocytogenes .« -

OT-1.Ppp2r26™ \/av-Cre - 5 4 3 60

A

Total de ratones ) 600

2. Deficiencia de B55beta en células T -
Se analizara el efecto de la deficiencia de B55beta en linfocitos T.

S -

n por

| Gepas de ratones Eval. Rep. n total
grupo

Ppp2r2b**.Cd4-Cre 3 1 3 9

. Actlvlamon Y QiferenCIaCIOn Pop2r2b* Cd4-Cre 3 g 3 9
de células in vitro

Ppp2r2b™.Cd4-Cre 3 1 3 9

Ppp2r2b**.Cd4-Cre 10 1 2 20

Autoinmunidad espontanea | Ppp2r2b™.€d4-Cre 10 1 2 20

Ppp2r2b™.Cd4-Cre 10 o 2 20

s OT-H.Ppp2r2b**.Cd4-Gre 5 4 3 60

Contraccién clonal de CD4
durante infeccion aguda | OT-Il.Ppp2r2b"*.Cd4-Cre 5 4 3 60
con L. monocytogenes

OT-Il.Ppp2r2b™ Cd4-Cre 5 4 3 80

OT-\.Ppp2r2b**.Cd4-Cre 5 4 3 60

Contraccién clonal de CD8 -
durante infeccién aguda | OT-I.Ppp2r2bf*.Cda-Cre 5 4 3 60
con L. monocytogenes

OT-l.Ppp2r2b™.Cd4-Cre 5 © 4 3 60

3

Total de ratones 447

3. Deficiencia de B55beta en células dendriticas (CDs) mieloides
Se analizara el efecto de |a deficiencia de B55beta en células dendriticas mieloides.

Cepas de ratones 7 por Eval. Rep. n total
grupo
Ppp2r2b**.Cd11c-Cre 5 1 2 10
1 Numero y fenotipo de CDs | Ppp2r2b™ Cd11c-Cre 5 1 2 10
Ppp2r2b™.Cd11c-Cre 5 1 2 | 10
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Ppp2r2b™*.Cd11c-Cre 10 1 2 20
Autoinmunidad espontanea | Ppp2r2b™*.Cd11c-Cre 10 1 2 20
Ppp2r2b™.Cd11c-Cre i 10 1 2 20
OT-Il.Ppp2r2b** Cd11c-Cre 5 - 4 3 60

Contraccién clonal de CD4 -
durante infeccién agudd | OT-IL.Ppp2r2b™.Cd11c-Cre 5 4 3 80
con L. monocytogenes ) -

OT-Il.Pp2r2b™ Cd11c-Cre 5 4 3 80

OT-l.Ppp2r2b** .Cd11c-Cre 5 4 3 - 80

Contraccion clonal de CD8
durante infeccién aguda { OT-l.Ppp2r2b™ .Cd11c-Cre | 5 4 3 60
con L. monocytogenes

OT-1.Ppp2r2b™.Cd11c-Cre 5 4 3 60

Total de ratones S T . 45Q

4, Expresion de B55beta durante infecciones agudas y crdnicas
Se usara un ratdn reportero para analizar la expresidn de B55beta durante infecciones virales.

‘ n por
‘ Cepas de ratones grupo Eval. Rep. n total
Infeccién  aguda (LCMV Ppp2r2b£acz"; - 5 6 3 90
Armstrong) .
Infeccién crénica (LCMV Lace
clona 13) Ppp2r2b - 5 . 8 3 90
Total de ratones 2 . ) 180

Las colonias de ratones (Ppp2r2b™, Ppp2roptaez+ OT-I, OT-Il, Cd4-Cre, Vav-Cre y lineas derivadas de
éstas) se mantendrén en el bioterio del INCMNSZ enh donde tenemos un cuarto asignado con jaulas que
han sido adquiridas por la Dra. Rosetti. El personal del bioterio proveerd de apoyo técnico (limpieza y
cambio de cama, agua y comida), pero nosotros manejaremos las colonias y realizaremos la
genatipificacion. Los ratones Cd11c-Cre seran comprados en Jackson Laboratories (Bar Harbor, EUA).
Estos cuentan con certificado microbioldgico y podran ser aceptados en el bioterio sin pasar por
cuarentena. Las demas cepas las mudaremos del bioterio del Instituto Investigaciones Biomédicas. Previo
a su traslado se solicitara permiso a la M.V.Z Mariela Contreras Escamilla, a quien se entregard un
certificado de salud. Estos ratones se someteran a cuarentena.

3

6) Describir como se realizard la transportacion o movilizacién de los animales
experimentales fuera de las instalaciones del bioterio, en caso de ser necesario.

Se espera que no sea necesario movilizar a los ratones fuera del bioterio durante el periodo experimental.
Para su sacrificio, los ratones se movilizaran al laboratorio del Dr. Crispin, ubicado dentro del
Departamento de Inmunologia y Reumatologia del INCMNSZ. Para esto, se llevaran cargados en las cajas
correspondientes directamente del bioterio al laboratorio.
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7) Mencione el nimero y las especies animales, asi como el género que seran usados en las
actividades de este protocolo.

Todas las cepas de ratones que seran utilizadas se encuentran en el fondo genético C57BL/6 (B6).

OT-I: Son ratones transgénicos que cuentan con las cadenas transgénicas oy B de un TCR que reconoce
un péptido derivado de ovalbumina (OVA) presentado por moléculas de clase I. .

OT-ll: Son ratones transgénicos que cuentan con las cadenas transgénicas « y de un TCR que reconocce
un péptido derivado de ovalbumma (OVA) presentado por moléculas de clase Il

Ppp2r2b™M: Tienen el 3er exdn del gen que codifica para B55beta (Ppp2r2b) ﬂanqueado por regiones Lox
que son reconccidas por la recombinasa de DNA Cre. Eso permite eliminar dicho exén en células que
expresan Cre. Al cruzar esta linea con ratones que expresan Cre bajo el control de diferentes promotores,
se producen lineas con deficiencia condicional de B55beta.

Ppp2r2b-2°Z*: Este ratdn tiene un alelo de Ppp2r2b.en donde se ha insertado el gen LacZ (que codifica
para la B galactosidasa). El resultado es que se expresa B galactosidasa en las células que deberian
expresar B55beta. Los ratones heter0c1gotos (i.e. con un alelo nativo de Ppp2r2b) expresan B55beta y f
galactosidasa. Esta ltima puedg ser réconocida con anticuerpos especificos para citometria de flujo y en
inmunohistoquimica.

Cd4-Cre: Este raton tiene un transgén que codifica para la recombmasa Cre bajo el control del promotor
de Cd4.

Cd11c-Cre: Este ratdon tiene un transgén que codn‘lca para la recombinasa Cre bajo el control del promotor
de Cdifc.

Vav-Cre: Este ratdn tiene un transgén que codifica para la recombinasa Cre bajo el control del promotor de
Vav.

s

ot

Programa de Produccion de cepa; y Reproduccién (planeado para 2 afios):
1. Ppp2r2b™ Vav-Cre :

Se cruzaran ratones Ppp2r2b™ y Vav-Cre para obtener esta linea. La primera generacién serd Ppp2rab
con o sin el transgén Vav-Cre. Se escogeran Ppp2r2b™* . Vav-Cre* como pies de cria.

Se usaran en experimentos las ratonas hembras Vav-Cre® homocigotas para el alelo silvestre de Ppp2r2b
(Ppp2rzb*™) y homocigotas y heterocigotas para el alelo fl (Ppp2r2b™ y Ppp2r2b™ respectivamente).
Ratones necesarios: 80 de cada genotipo (80 ™, 80 #* y 80 *).

Asumiendo 5 crias por embarazo, 8 embarazos al afio, se esperan 40 crias por pareja/afio.

De éstos, se espera que el 25% sea Ppp2r2b™, 25% Ppp2r2b™ y 50% Ppp2r2b "*. Esto es 10, 10 y 20
crias por pareja/afio, respectivamente. Dado que se usaran solo hembras para los experimentos (5, 5y 10
por pareja/afio), se requieren 2 machos y 8 hembras como pie de cria.

2. OT-Il.Ppp2r2b™ Vav-Cre

Inicialmente, se cruzaran ratones OT-ll y Ppp2r2bﬂ’“ para obtener ratones OT-Il.Ppp2r2b™*. La primera
generacién sera Ppp2r2b™ con o sin el transgén OT-Il. Se cruzarén Ppp2r2b™ OT-{I* con ratones Vav-Cre
y se escogeran crias Ppp2r2b™ OT-II* Vav-Cre* como pies de cria.

Se usaran en experimentos las ratonas hembras OT-II* Vav-Cre* homocigotas para el alelo silvestre de
Ppp2r2b (Ppp2r2b*™) Yy homoc1gotas y heterocigotas para el alelo fl (Ppp2r2o™ y Ppp2rop®,
respectivamente).

Ratones necesarios: 60 de cada genotipo (60 ", 60 ¥* y 60 *~).

Asumiendo 5 crias por embarazo, 8 embarazos aI aflo, se esperan 40 crias por pareja/ano

De éstos, se espera que el 25% sea Ppp2r2b™, 25% Ppp2r2b** y 50% Ppp2r2b '*. Esto es 10, 10 y 20
crias por pareja/afio, respectivamente. Dado que se usaran sélo hembras para los experimentos (5; 5y 10
por pareja/afo), se requieren 2 machos y 6 hembras como pie de cria.

3. OT-1.Ppp2r2b™ Vav-Cre ‘
Inicialmente, se cruzaran ratones OT-1 y Ppp2r2b™ para obtener ratones OT-L.Ppp2r2b™. La primera
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generacion seré Ppp2r2b™ con o sin el transgén OT-l. Se cruzaran Ppp2r2b™.OT-I* con ratones Vav-Cre
y se escogerdn crias Ppp2r2b™* OT-I* Vav-Cre* como pies de cria.

Se usaran en experimentos las ratonas hembras OT-I* Vav-Cre* homocigotas para el alelo silvestre de
Ppp2r2b (Ppp2r2b*™™) y homocigotas y heterocigotas para el alelo fl (Ppp2r2b™ y Ppp2rab,
respectivamente).

Ratones necesarios: 60 de cada genotipo (60 ¥, 80 ¥ y 60 *),

Asumiendo 5 crias por embarazo, 8 embarazos al afio, se esperan 40 crias por pareja/afio.

De éstos, se espera que el 25% sea Ppp2r2b+ 25% Ppp2rob** y 50% Ppp2r2b ™. Esto es 10, 10y 20
crias por pareja/afo, respectivamente. Dado que se usaran sélo hembras para fos experimentos (5, 5y 10
por pareja/afo), se requieren 2 machos y 6 hembras como pie de cria.

4. Ppp2r2b™.Cd4-Cre ‘

Se cruzaran ratones Ppp2r2b™ y Cd4-Cre para obtener esta linea. La primera generacion sera Ppp2r2pi*
con ¢ sin el transgén Cd4-Cre. Se escogeran Ppp2r2b™*.Cd4-Cre* como-pies de cria. :

Se usaran en experimentos las ratonas hembras Cd4-Cre* homocigotas para el alelo silvestre de Ppp2rzb
(Ppp2r2b*™) y homocigotas y heterocigotas para el alelo fl (Ppp2r2b™ y Ppp2ropi, respectivamente).
Ratones necesarios: 29 de cada genctipo (29 M 29 fi* y 2g +#y,

Asumiendo 5 crias por embarazo, 8 embarazos al afio, se esperan 40 crias por pareja/afio.

De éstos, se espera que el 25% sea. Ppp2rab, 25% Ppp2r2b** y 50% Ppp2r2b . Esto es 10, 10 y 20
crfas por pareja/afio, respectivaiuente. Dado que se usaréan sélo hembras para los experimentos (5, 5y 10
por pareja/afio), se requieren 2 machos y 6 hembras como pie de cria.

5. OT-Il.Ppp2r26™.Cd4-Cre :
Se cruzaran ratones Ppp2r2b™ .OT-II* con ratones Cd4-Cre y se escogeran crias Ppp2r2bT OT-II* Cd4-
Cre* como pies de cria. ’

Se usaran en experimentos las ratonas hembras’ OT-II* Cd4-Cre* homocigotas para el alelo silvestre de
Ppp2r2b (Ppp2r2b™™) y homocigotas y heterocigotas para el alelo fl (Ppp2r2bi y Ppp2r2pi,
respectivamente). o ” .

Ratones necesarios: 60 de cada genotipo (60.™, 60 7y 60 **).

Asumiendo 5 crias por embarazo, 8 embarazos al afio, se esperan 40 crias por pareja/afio.

De éstos, se espera que el 25% sea Ppp2r2b™, 25% Ppp2r2b™ y 50% Ppp2r2b V. Esto es 10, 10 y 20
crias por pareja/afio, respectivamenge. Dado que se usaran sélo hembras para los experimentos (5, 5 y 10
por pareja/afio), se requieren 2 machos y 6 hembras como pie de cria.

6. OT-L.Ppp2r2b™ Cd4-Cre ’
Inicialmente, se cruzaran ratones OT-l y Ppp2r2b™ para obtener ratones OT-1.Ppp2r26"*. La primera
generacion serd Ppp2r2b™ con o sin el transgén OT-l. Se cruzardn Ppp2r2b™ . OT-I* con ratones Cdd-Cre
y se escogeran crias Ppp2r2b™ OT-I* Cd4-Cre* como pies de cria.

Se usardn en experimentos las ratonas hembras OT-I* Cd4-Cre* homocigotas para el alelo silvestre de
Ppp2r2b (Ppp2r2b**) 'y homocigotas y heterocigotas para el alelo fl (Ppp2r2p™ y Ppp2r2bi+,
respectivamente). ’

Ratones necesarios: 60 de cada genotipo (60 M, 680 ¥ y 60 *#).

Asumiendo 5 crias por embarazo, 8 embarazos al afio, se esperan 40 crias-por pareja/afio.

De éstos, se espera que el 25% sea Ppp2r2b, 25% Ppp2r2b** y 50% Ppp2r2b . Esto es 10, 10 y 20
crias por pareja/ano, respectivamente. Dado que se usaran sélo hembras para los experimentos (5, 5y 10
por pareja/afio), se requieren 2 machos y 6 hembras como pie de cria.

7. Pop2r2b™ Cd11¢-Cre - .

Se cruzaran ratones Ppp2r2b™ y Cd11c-Cre para obtener esta linea. La primera generacién sera
Ppp2r2b"¥* con o sin el transgén Cd11c-Cre. Se escogeran Ppp2r2b™.Cd11c-Cre* como pies de cria.

Se usaran en experimentos las rdtonas hembras Cd11c-Cre* homocigotas para el alelo silvestre de
Ppp2r2b (Ppp2r2b*™) y homocigotas y heterocigotas para el alelo fl (Ppp2r26™ y Ppp2rop™,
respectivamente). ‘

Ratones necesarios: 30 de cada genotipo (30 M, 30 1+ y 30 *#),

Asumiendo 5 crias por embarazo, 8 embarazos al afio, se esperan 40 crias por pareja/afio.

De éstos, se espera que el 25% sea Ppp2r2b™, 25% Ppp2r2b** y 50% Ppp2r2b *. Esto es 10, 10 y 20
crfas por pareja/afio, respectivamente. Dado que se usaran sélo hembras para los experimentos (5, 5y 10
por pareja/ano), se requieren 1 macho y 3 hembras como pie de cria.
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8. OT-1l.Ppp2r2b™.Cd11¢-Cre

Se cruzarén ratones Ppp2r2b™ OT-II* con ratones Cd11c-Cre y se escogeran crias Ppp2r2b™ OT-II*
Cd11c-Cre* como pies de cria.

Se usaran en experimentos las ratonas hembras OT-II* Cd11c-Cre* homocigotas para el alelo silvestre de
Fppzreb (Ppp2r2b*™) y homocigotas y heterocigotas para el alelo fl (Ppp2r2b™ vy Ppporapi*,
respectivamente).

Ratones necesarios: 60 de cada genotipo (60 ™, 60 fi* y 80 *#). )

Asumiendo 5 crias por émbarazo, 8 embarazos al afio, 'se esperan 40 crias por pareja/afio.

De éstos, se espera que el 25% sea Ppp2r2b™, 25% Ppp2r2b*™ y 50% Ppp2r2b ™. Esto es 10, 10 y 20
crias por pareja/afio, respectivamente. Dado que se usaran sélo hembras para los experimentos (5, 5y 10
por pareja/afio), se requieren 2 machos y 6 hembras como pie de cria. .

Ve g

9. OT-L.Ppp2r2b".Cd11c-Cre
Iniciaimente, se cruzaran ratones OT-l y Ppp2r2b™ para obtener ratones OT-1.Ppp2r2p™. La primera
generacion serd Ppp2r2b™ con o sin el transgén OT-1. Se cruzaran Ppp2r2b™ . OT-I* con ratones Cd11c-
Cre y se escogeran crias Ppp2r2b™* OT-I* Cd11c-Cre* como pies de cria.

Se usaran en experimentos las ratonas hembras OT-I* Cd11c-Cre* homocigotas para el alelo silvestre de
Ppp2r2b (Ppp2r2b*™) y homocigotas y heterocigotas para el alelo fi (Ppp2r2pf vy Ppporopi,
respectivamente). -

Ratones necesarios: 60 de cada genotipo (60 ™, 60 1+ y 60 *#).

Asumiendo 5 crias por embarazo, 8 émbarazos al afo, se esperan 40 crias por pareja/afio.

De éstos, se espera que el 25% sea Ppp2r2b* 25% Ppp2rab* y 50% Ppp2r2b . Esto es 10, 10 y 20
crias por pareja/afio, respectivamente. Dado que se usaran sélo hembras para los experimentos (5, 5y 10
por pareja/afio), se requieren 2 machos y 6 hembras como pie de cria.

10. Ppp2roptaczt :
Se mantendra la linea cruzando ratones heterocigotos (Ppp2r2ptaczivy,

Se usaran en experimentos ratonas hembras heterocigotas (Ppp2r2ptaciiy,

Ratones necesarios: 180. e -

Asumiendo 5 crias por embarazo, 8 embarazos al afio, se esperan 40 crias por pareja/afio. .
De éstos, se espera que el 50% sea Ppp2r2bt2* Esto es 20 crias por pareja/afio. Dado que se usaran
sélo hembras para los experimentos (10 por pareja/ano), se requieren 3 maghos y 9 hembras como pie de

cria.
&

Género — Especie. Cantidad Rango de Rango de Sexo
Fondo genético peso edad
Ppp2r2b™ Vav-Cre - 240 20-25¢ 8-12 sem Hembras
OT-ll.Ppp2r2b™ Vav-Cre 180 20-25g 8-12 sem Hembras
OT-1.Ppp2r26™ Vay-Cre 180 20-25¢ 8-12 sem Hembras
Ppp2r2bif.Cd4-Cre , 87 20-25g 8-12 sem Hembras
OT-Il.Ppp2r2b™ Cd4-Cre 180 20-25g 8-12 sem Hembras
OT-1.Ppp2r2b™ Cd4-Cre 180 20-25g - 8-12 sem Hembras
" Ppp2r2b™.Cd11c-Cre . ' . 90 20-25¢ 8-12 sem Hembras
OT-ll.Ppp2r2b™ Cd11c-Cre - / 180 20-25g 8-12 sem Hembras
OT-1.Ppp2r2b™ Cd11c-Cre 180 20-25g 8-12 sem Hembras
Ppp2raptaczi . 180 20-25¢ 8-12 sem Hembras
Ppp2r2b™ \jav-Cre, Cd4-Cre, Cd11c-Cre, OT- 82 20-25g 8-12 sem Hembras
I, OT-lIl, Ppp2r2btac?* (pies de cria) y Machos
AN

No. TOTAL DE ANIMALES: 1758

8) Especificar el tiempo que permaneceran los animales en el DIEB. ]

Se mantendréan las colonias en el bioterio durante la duracién del proyecto.
La duracién de los experimentos es variable, algunos estéan planeados para durar 2 semanas y algunos
hasta un afio (la observacién de cada cohorte con deficiencia condicional de B55beta).




FORMATO DE APOYO PARA LA EVALUACION DE PROTOCOLOS POR
LA CINVA DEL INCMNSZ.

8) Procedimientos que se realizaran con los animales.

Procedimiento ’ " | NO | sl Frecuencia, cantidad y via.
Manipulacién de la dieta y de agua. X
Toma de muestras bioldgicas. ) X | Biopsia de cola para genotipificacion.
' ) En una ocasidn (a las 2-3 semanas .
de edad). .

o . . Toma de muestra de orina (mensual).
: Toma de muestra de sangre (50 ul)
una vez al mes.

[

Colocacién de canulas y sondas. X

>

Técnica para observacion y modificacién de
conducta.

Inoculaciones de agentes biolégicos y quimicos:” X | Infeccion con Listeria monocytogenes
) y con LCMV. Inyeccién de SEB.

Procedimientos quirlrgicos con recugeracion.

Procedimientos quirdrgicos  sin recuperacion.,

Uso de adyuvantes (indicar cuales)

Restriccion fisica

Confinamiento o aislamiento

Produccién de anticuerpos monoclonales o
policlonales.

Induccion de lesiones

Agentes teratogénicos o carcinogénicos

Administracion de sustancias qulmlcas toxxcas

Implantes o injertos

PHKXRPRPXIX| XXX X[

Estudios estereotaxicos.

Otros: Colocacion de arete numerado X | Enuna ocasién, al momento de la
biopsia de cola.

10) Describir detalladamente los procedimientos a realizar incluyendo material, sujecion,
vias de administracion o toma de muestra, frecuencia, nimero de veces de muestreo,
volumen de aplicacién y volumen de toma de muestra, etc.

Toma de muestra para genctipificacién y colocacién de arete numerado

Se cortara una porcion de la cola de los ratones (0.1-0.2 cm) entre las 2 y las 3 semanas de edad, como
fuente de DNA. Se colocara un arete numerado en la oreja izquierda para Ja identificacion del ratén. Este
procedimiento sera realizade por José C. Crispin o Gabriela Sanchez Navarro.

3

Toma de muestra de orina
Se sujeta al ratdn y se le coloca un tubo eppendorf de 1.8 mL para recibir la orina. Sélo se requiere de 10
ul de orina.

B

Toma de muestra de sangre

Se coloca al ratén en un inmovilizador con la cola expuesta. Se limpia la cola con una torunda con alcohol
y se realiza una incision a 45° de ur*mm de profundidad a nivel de la vena caudal. Se colecta la sangre en
un tubo capilar. Al terminar, se presiona el sitio de la herida hasta que pare el sangrado.

Aislamiento de Células T y presentadoras de antigenos

Los' ratones serén sacrificados bajo la norma institucional y se disecaran los tejidos necesarios. Para
obtener células T, se usardn ganglios linfaticos (axilares e inguinales) y bazos. Para obtener células
dendriticas, se aislara médula ésea del fémur.

Inyeccién de SEB

Se colocard al ratén receptor en un inmovilizador con la cola expuesta. Se localizara la vena caudal y se

9
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inyectara lla enterotoxina B de estafilococo (10 pg en 50 pl de PBS). Se liberara al ratén y se devolvera a
su jaula.

Infeccién con Listeria monocytogenes

Se colocara al ratén receptor en un inmovilizador con la cola expuesta. Se localizara la vena caudal y se
inyectara la Listeria monocytogenes (3000 cfu en 100 uL de PBS). Se liberara al ratén y se devolvera a su
jaula. Los ratones de la jaula, -asi como la jaula y el material de cama se esterilizan antes de ser
desechados o vueltos a usar. . :

Infeccién con LCMYV (virus de coriomeningitis linfocitica) .
Se sujeta al ratén exponiendo su abdamen y se le inyecta por via intraperitoneal 2x105 pfu de LCMV
Armstrong en 200 pL de RPMI o 2x108 pfu de LCMV Clona 13 in 200uL de RPMI. Se libera al ratén y se
devuelve a su jaula. Los ratones de la jaula, asf como la jaula y el material de cama se esterilizan antes de
ser desechados o vueltos a usar.

Se anexan las normas de operacién de Listeria y LCMV

José C. Crispin y Gabriela Sanchez Navarro realizarah estos procedimientos.

3

11) Agentes analgésicos, anestésicos y/d tranquilizantes que se utilizaran.

Tipo Agente ‘Dosis Via de admon. Frecuencia

No seréan utilizados

12) ¢ Qué parametros empleara para conocer el grado de Anestesia o analgesia del
agente a utilizar?

No se utilizaran agentes anestésicos.

13) Cuando el protocolo incluya procedim'ientos invasivos de categorias C, D y E (cirugias)
especificar los cuidados pre y post-operatorios (utilizacién de antibidticos, analgésicos,
limpieza y desinfeccién).

)

No se realizarén procedimientos quirlrgicos.

14) Evaluacién d\e signos de deterioro del bienestar de los animales.

No se espera que estos parametros cambien durante el estudio.

Parametro

a) Peso corporal

b) Apariencia :

¢) Signos clinicos (Temp., FC., FR,, etc.)

d) Conducta espontanea.

oOioojoo|o

e) Conducta provocada.

10
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15) ¢ Cuadles seran los criterios para establecer el “punto final humanitario”?

Las infecciones que se inducirén solamente tausari malestar general en los ratones de aproximadamente
una semana de duracién. No se espera que los ratones que se observaran desarrollen enfermedad
espontanea. Sin embargo, los animales se observaran y se registraran cambios en su comportamiento
(aislamiento) y apariencia (pérdida de peso, pilogreccion). Si detectamos enfermedad en los ratones,
manifestada por pérdida de peso moderada a grave (10-20%) o cambios en su comportamiento, se.
sacrificara al raton. En otras palabras, el valor que en el que se considerara punto final experimental es de
5: pérdida de peso moderada y estado general afectado..

(LA

Criterios de punto final

En base en los parametros seleccionados para evaluar la condicién del animal hay que determinar en qué
momento se procedera a la eutanasia humanitaria del mismo. Los pardmetros observados pueden
“cuantificarse” asignando valores arbitrarios segin la gravedad que presenten.

a. Variacién de peso corporal:
1. Aceptable una disminuciéndel 5-10% en un [apso corto.
2. Moderada del 10-20%
3. Substancial > al 20% (criterio de punto final). ]
b. Los valores como la postura, piloereccién, comportamiento social etc., pueden valorarse segun la
escala: . -
1. 0O sies normal.
2. 1siel pardmetro en cuestion se ve ligeramente: alterado
3. 2 sjesta afectado :
4. 3 siesta muy afectado.

Hay que tener en cuenta que no existe un criterio de punto final adaptable a todos los procedimientos y es
el Investigador Responsable del experimerito el que, basandose en observaciones de ensayos piloto o
por datos de experimentos similares ya publicados, debe confeccionar su propio protocolo de
determinacion de punto final de manera que cumipla la normativa vigente en cuanto a proteccién de los
animales utilizados en experimentadion y por otra se evite la pérdida de datos de! estudio.

Para nfayor informacién: Canadian Council on Animal Care
http:/iwww.ccac.ca/Documents/StandardsiGuidelines/Appropriate _endpoint.pdf

16) ¢Cuél sera el método de eutanasia que utilizara?

Asfixia con CO3

17). ¢ El protocolo representa riesgo bioldgico?
Si.
~ =
Los experimentos en los que se infecten ratones con Listeria o con LCMV se realizaran en el cuarto de
BSL3 del DIEB a cargo del Dr. Rogelio Hernandez Pando siguiendo las normas de operacion de dicha

area. Hemos hablado con él y nos ha dado su autorizacién para eso.

Los ratones infectados seran sacrificados en el bioterio, antes de salir del darea BSL3. Los cadaveres, asi
como el material (jaulas y contenido) seran esterilizados por autoclave antes de salir del 4rea BSL3.

Se seguirén las siguientes normas de operacion:
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Normas de operacién para el manejo de Listeria

Cultivo de bacterias. La Listeria monocytogenes se crecera en placas de agar-BHI (Brain Heart Infusion) y
se escogera una colonia para su expansién en medio BHL Las bacterias se creceran en placas y frascos
adecuadamente etiquetados en el laboratorio del Dr. Crispin en el Depto. de Inmunologia y Reumatologia
del Instituto. Las suspensiones de bacterias concentraran por centrifugacion a una concentracién de 10°
u.f.c. y se congelardn a -80°C para su uso posterior. Todo el material usado, incluyendo la centrifuga y sus
cubetas, se limpiaran con cloro 10% después de su uso’con bacterias.

Inoculacion de ratones. Las alicuotas se descongelaran y se diluiran 30,000 u.f.c./mL en PBS estéril.
Alicuotas de 1.5 mL se transportaran del laboratorio del Dr. Crispin al cuarto BSL3 del DIEB. Los tubos con
las alicuctas se sellaran cori parafilm y ée transportaran -en un tubo de 50 mL cerrado. Se inyectaran 3000
u.f.c. en 100 uL de PBS a cada ratdn pger yia intravenosa (vena caudal). Los ratones se monitorizaran cada
dfa y se sacrificard a los ratones que muestren datos de deterioro clinico. Se indicaran las jaulas que
contienen ratones infectados con Listeria. Los ratones se sacrificaran y seran disecados en el cuarto BSL3.
Asimismo, las jaulas, el material de cama y los cadaveres de los ratones seran esterilizados antes de salir
del cuarto BSL3.

Normas de operacién para el manejo de LCMV

Manejo del virus de coriomeningitis lirifocitica (LCMV). E! virus se crecera en células BHK (Baby Hamster
Kidney) en cajas de cultivo adeciadamente etiquetadas en el laboratorio del Dr. Crispin. A los 3 dias de la
infeccion, se recogerd el sobrenadante, que se dividird en alicuotas y se guardara a -80°C. El virus se
titulard en un ensayo de placa usando células Vera,

Incculacion de ratones. Los ratones se infectaran con 2x10% uf.p. (LCMV cepa Armstrong) o 2x10° u.f.p.
(LCMV cepa clona 13) administrados en 200 L de RPMI por via intravenosa (vena caudal). Los ratones
se monitorizaran cada dia y se sacrificard a los ratones que muestren datos de deterioro clinico. Se
indicaran las jaulas que contienen ratones infectados con LCMV. Los ratones se sacrificaran y serdn
disecados en el cuarto BSL3. Asimisme, las jaulas, el material de cama’'y los cadéveres de los ratones
seran esterilizados antes de salir del cuarto BSL3.

L

18) ¢ Cual sera el destino final de los animales utilizados en el proyecto?

Los cadaveres seran colocados dentro de una bolsa de plastico de color rojo resistente que sera sometida
a un ciclo de esterilizacién por vapor (121°C / 20 Ib/in / 30 min). Una vez terminado el ciclo, la bolsa se
colocara dentro de una bolsa de plastico amarilla impermeable con la leyenda “PELIGRO RESIDUOS
BIOLOGICOS-INFECCIOSOS”. Se colocara en el depdsito del INCMNSZ.

Me comprometo a gue mi grupo de investigacién conducira el protocolo de Investigacion de

~acuerdo con los lineamentos éticos y humanitarios que rigen la experimentacion con animales,
asf como cumplir los aspectos relativos al cuidado, manejo y uso de los animales de laboratorio
que se describen en la NOM-062-Z00-1998.

Jorge Alcocer Varela

Nombre y firma del Invéstigador Responsable
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_ enfermedades linfoproliferativas y autoinmunes [7].

Importancia de la expansion y contraccion del sistema inmune adaptativo. El sistema inmune
adaptativo, esta formado por linfocitos B y T, que generan receptores de antigeno a través de
un mecanismo complejo que involucra el re-arreglo aleatorio de segmentos de genes [1]. Dicho
proceso da lugar a un arsenal variado de’linfocitos con receptores diversos. Aunque existen
linfocitos especificos para practicamente cualquier antigeno, la frecuencia de cada uno es muy
baja, aproximadamente de 1 a 10 por 100,000 [2]. Por esa razén, cuando un linfocito encuentra
su antigeno especifico en presencia de senales que indican mfec:cnon o peligro, éste se activa
e inicia una respuesta proliferativa intensa en la que se expanden una o varias clonas capaces
de eliminar al agente desencadenante. La magnitud de la expansion clonal es muy grande: en |
una semana, el nimero de células T+especificas puede aumentar hasta 50,000 veces [3, 4].
Una vez que el patégeno es neutralizado, la mayoria de las células generadas durante la
respuesta son eliminadas, quedando solo algunas células de memoria. La contraccién del
sistema inmune y el retorno al estado basal permiten el restablecimiento de un repertorio
variado y eliminan el riesgo de inflamacion y autoinmunidad que los linfocitos activados implican
[5]. Se conoce poco acerca de como se regula la contraccidn de la respuesta inmune, pero se
ha propuesto que la progresiva escasez del antigeno desencadenante y de citocinas y factores
de crecimiento son elementos claves [6] Cémo las células T integran dichas sefiales para iniciar
la apoptosis es un misterio, pero es claro que defectos en este proceso se asocian a

%

Apoptosis de células T. La apoptosis es el mecanismo dominante de muerte celular programada
en células T [5]. Durante la contraccidn de la respuesta inmune, la apoptosis se desencadena
probablemente a través de la llamada “via intrinseca”, ya que defectos genéticos en miembros
pro-apoptéticos de la familia de Bel-2 (Bim, Puma, Bak Bax) alteran la contraccién clonai [8-12]
y, en algunos casos, causan enfermedad autommune [13, 14]. La via intrinseca de la apoptosis
puede ser activada por una gran variedad de factores que incluyen-la privacion de IL-2 [15] y la
baja concentracion de otros factores de crecimiento [16].

La via de sefializacion Akt-mTOR. La via Akt-mTOR permite a las células adaptar su funcion
de acuerdo a la abundancia de nutrientes y factores de crecimiento [17]. La activacion de este
sistema (en condiciones de abundancia) incrementa la sintesis de proteinas y el volumen
celular; su inhibicién, durante escasez de factores de crecimiento, detiene el ciclo celular y
puede desencadenar apoptosis [16-18]. En las células T, esta via contribuye ademas a modular
el proceso de diferenciacién que es inducido por estimulos externos (e.g. citocinas) [19-23].

La fosfatasa de proteinas 2A (PP2A) es un regulador de la inmunidad. PP2A es una fosfatasa
de serina/treonina que modula un gran nimero de procesds celulares, incluyendo vias de
sefalizacion, ciclo celular y apoptosis [24]. Esta enzima consiste en un heterotrimero formado
por una subunidad estructural (A), una catalitica (C) y una reguladora (B). Las subunidades A y
C se expresan en todas las células como un heterodimero que se activa cuando la subunidad
B se acopla a el. Existen mas de 20 isoformas de B, pero solo una puede acoplarse a la vez al
heterodimero A/C. La subunidad B determina la especificidad y localizacion intracelular de la
holoenzima [25]. PP2A juega un papel funcional clave en células T y alteraciones en la misma
se asocian con autoinmunidad. A este respecto, la expresién y funcién de la subunidad catalitica
(PP2Ac) estan incrementadas en células T de pacientes con lupus eritematoso generalizado
(LEG) [26]. En trabajos previos demostramos. que este fendmeno es patogénico ya que la
sobreexpresion de PP2Ac aumenta la capacidad inflamatoria de las células T [27] y la
susceptibilidad de desarrollar nefritis autoinmune [28] en un modelo murino transgénico.




La fosfatasa PP2A en células presentadoras de antigeno. Aun cuando las células
presentadoras de antigeno (CPA) y en particular las células dendriticas (CDs) derivadas de la
médula 6sea tienen un papel fundamental en la activacion y diferenciacién de linfocitos Ty en
la generacion de la respuesta inmune, poco se sabe sobre la funcién de PP2A en estas céluias.
Sin embargo, se ha informado que PP2A se expresa en CDs de raton, que es enzimaticamente
activa y que participa en la regulacion de la sintesis de 1L-23 [29] y, por lo tanto, en la
diferenciacion de linfocitos Th17 [30]. No existen estudios realizados en CDs humanas sobre el
posible papel de PP2A en su diferenciacion, funcién y apoptosis.:

En resumen, la contraccion €s un proceso fundamental en la homeostasis del sistema inmune.
Existe informacién que implica a la4L-2 como un factor determinante en la duracién de la
respuesta inmune [15], pero se desconocen los mecanismos celulares y moleculares que
permiten que la célula T interprete los niveles extracelulares de IL-2 y los integre con otras
sefales intrinsecas y ambientales para detener sus funciones efectoras e inducir la apoptosis.
Este proyecto introduce a PP2A B55beta, una subunidad B de la fosfatasa PP2A, como un nodo
regulador capaz de traducir estimulos ambientales, en particular la concentracién de IL-2, en
apoptosis a través de la modulacién selectiva de la via de sefializacion Akt-mTOR. Basados en
observaciones preliminares queé.muestran una defectuosa induccién de B55beta en pacientes
con LEG, proponemos a B55beta como un regulador de la duracién de la respuesta inmune
cuya disfuncion contribuye al desarrollo de autoinmunidad. Asimismo, resulta de interés el
dilucidar la expresién y funcién de la PP2A en-CDs y su posible relacion con la patogenia de
enfermedades autoinmunes.

INFORMACION PRELIMINAR

La IL-2 regula la via de Akt-mTOR en células T. La via de sefializacidn Akt-mTOR permite a las
células adaptar su metabolismo y crecimiento en base a la disponibilidad de nutrientes y
factores de crecimiento (Fig. 1A) [17]. En las células T, la concentracién de IL-2 es una de las
muchas sefiales ambientales capaces de activar a Akt y mTOR [23]. Asi, la interaccion de IL-2
con su receptor en células T induce la activacion-de S6, la cual es regulada por mTOR [31] (Fig.
1B). Para determinar si la ausencia de IL-2 tiene el efecto contrario que su administracion,
analizamos la fosforilacién de Akt en los dos residuos que controlan su actividad (S473 y T308)
[32], durante Ia privacion de IL-2 en células T humanas activadas. Como se muestra en la Fig.
1C, la fosforilacion de Akt, presente en las células activadas, desaparecié una hora después de
retirar la IL-2. Esta observacidn, que la privacion de IL-2 causa inactivacion de Akt en presencia
de otros factores capaces de activario (e.g. nutrientes) indicaque la ausencia de IL-2 causa la
desfosforilacién de Akt en forma activa. Esto es, que la desfosforilacién no sucede como
consecuencia de falta de fosforilacion, sino por la induccién de un inhibidor capaz de
contrarrestar la presencia de otros factores activadores.

La privacion de IL-2 induce la expresion de B55beta. Describimos previamente [33] que la
expresion de B55beta se modula durante la activacion de células T humanas. Se expresa en
niveles bajos en células quiescentes y desaparece rapidamente tras la activacion celular. La
privacion de [L-2 causa su rapida induccion (Fig. 2A) en forma especifica, ya que otros
estimulos capaces de inducir apoptosis, por ejemplo la activacion de Fas, no afectan su
expresion [33]. .




El silenciamiento de B55beta protege a las células T de apoptosis por privacion de IL-2. Con -
base a la cinética de expresion de B55beta, propusimos que su papel podria ser el de inducir
apoptosis en células T cuando los niveles de IL-2 disminuyen. Para probar esta hipodtesis,
generamos lentivirus que codifican RNA interferente (sShRNA) especifico para PPP2R2B, el gen
que codifica B55beta (Fig. 2B). A diferencia de las células T infectadas con lentivirus control, el
silenciamiento de B55beta disminuyé significativamente la apoptosis inducida por privacién de
IL-2 (Fig. 2C). Estos resultados indican que B55beta desencadena apoptosis de células T
cuando los niveles de IL-2 disminuyen. Este concepto es consistente con reportes previos que
muestran que la apoptosis por privacién de IL-2 requiere sintesis de proteinas [34] y es
susceptible de ser bloqueada con inhibidores de fosfatasas [35].

B55beta modula la actividad de Akt. Para investigar si la desfosforilacion de Akt inducida por
privacién de IL-2 es mediada por B55beta, usamos silenciamiento genético. Como se muestra
&n la Fig. 3, la ausencia de esta subunidad reguladora disminuye en forma significativa la
desfosforilacion de Akt inducida por el retiro de IL-2. En conjunto, nuestros datos indican que la
disminucién en la concentracion de [L-2 induce la expresion de B55beta, que a su vez induce
apoptosis al desfosforilar a Akt.

SRS

Defectos en la expresién de B55beta podrian contribuir a la etiopatogenia de enfermedades
autoimmunes. La contracciéon clonal, inducida, entre otros factores, por disminucién en los
niveles de IL-2, permite la terminacion de la respuesta inmune. Defectos en este proceso
podrian favorecer el desarrollo de autoinmunidad como muestran las deficiencias geneticas de
miembros pro-apoptéticos de la familia de Bcl-2 [13, 14] y como sugieren los defectos en
apoptosis que se han reportado en pacientes con LEG [36-38]. A este respecto, analizamos la
expresion de B55beta y la apoptosis en respuesta a privacién de IL-2 y a un agonista de Fas
en un grupo de pacientes con LEG. Encentramos que en las células T de aproximadamente Ia
mitad de los pacientes con LEG, la induccion de B55beta y de apoptosis fue significativamente
deficiente. En contraste, la apoptosis inducida a través de Fas ocurrié en forma normal [33].
Estos datos sugieren que alteraciones en la_expresion y/o funcion de B55beta tienen
repercusiones importantes en enfermedades autoinmunes humanas.

Generacion de un ratén con deficiencia condicional de B55beta (Ppp2r2b ). Con el fin de estudiar
cual es el papel de B55beta en un sistema in vivo, generamos un ratén en donde reemplazamos
el 3er exén de Ppp2r2b y las regiones intrénicas adyacentes con un constructo que incluye un
gen reportero (LacZ) y regiones de reconocimiento de la recombinasa Cre (Fig. 5). El disefio
del constructo permite generar lineas de ratones con delecién del gen en linajes celulares
especificos (Fig. 5). Experimentos iniciales han demostrado que las células T de estos ratones
efectivamente no expresan B55beta, pero que ésta se detecta en otras células (Fig. 6A).
Asimismo, hemos corroborado que las células T de estos ratones son resistentes a la apoptosis
inducida por privacion de IL-2 (Fig. 6B).

DEFINICION DE PROBLEMAS:
Se desconocen los mecanismos celulares y moleculares que regulan la magnitud y
duracion de la expansion clonal linfoide durante respuestas inmunes agudas y cronicas.
Alteraciones en estos procesos podrian contribuir al desarrollo y perpetuaciéon de
enfermedades autoinmunes e inflamatorias.




Hemos generado informacion preliminar que indica que B55beta juega un papel clave
en la termacion de la respuesta inmune. ‘

El objetivo general de este proyecto es determinar qué papel juega B55beta en la
regulacion del sistema inmune y analizar si defectos en su expresion se asocian e
enfermedades autoinmunes humanas o en modelos in vivo. ‘

JUSTIFICACION :

Este proyecto estd basado en el desclibrimiento de B55B como una fosfatasa clave en la
regulacion del sistema inmune y serd posible gracias a la participacién de expertos de centros con
una larga trayectoria en el estudio de la autoinmunidad. Las propuestas experimentales son
factibles porque contamos con herramientas tnicas (lentivirus para sobre-expresar y silenciar, un
ratén con deficiencia condicional de B55B), que nos permitiran disecar el comportamiento de
B55B en pacientes con EA, en estudjos in yitro y en.un modelo in vivo. Es importante enfatizar
que el ratén que hemos desarrollado para este proyecto representa una herramienta tnica para
estudiar la importancia de la terminacién de la respuesta inmune en un modelo in vivo.

Los resultados de este proyecto tendrdn implicaciones a varios niveles. Fn primer lugar,
establecerdn que una fosfatasa es un regulador clave de autoinmunidad. En segundo lugar,
sentardn un nuevo paradigma en el estudio’de la autoinmunidad humana, al demostrar la
importancia patogénica de un defecto-en la contraccién de la respuesta inmune. En tercer lugar,
disecaran una via cuya manipulacion permitirad la modulacién de la duracién de la respuesta
inmune durante situaciones en las que su prolongacién podria ser util (e.g. vacunacién). En cuarto
lugar, identificardn moléculas susceptibles de ser blancos terapéuticos y biomarcadores.

6a. Hipotesis - - - . :

En el apartado de ANTECEDENTES hemos mostrado informacién preliminar, en su mayoria
generada por nosotros, que demuestra que: a) B55beta es una molécula clave para la iniciacién
de la apoptosis inducida en células T durante la privacion de IL-2; b) B55beta induce apoptosis
a través de modular la fosforilacion de Akt; c) este proceso podria ser anémalo en pacientes con
autoinmunidad.

Con base a esos puntos, hemos generado la hipétesis central del proyecto, que establece que
defectos en la terminacion de la respuesta inmune causados por fallas en la expresién ylo
funcién de B55beta en células T y células dendriticas contribuyen a la perpetuacién de la
respuesta inmune y a la etiopatogénesis de la autoinmunidad.

En este proyecto proponemos una serie de experimentos que nos permitiran evaluar esta
hipétesis usando un enfoque amplio, que incluird el estudio de células humanas de personas
sanas y de pacientes con enfermedades autoinmunes. En forma complementaria estudiaremos
un modelo murino unico, en donde podremos analizar los efectos de la deficiencia de B55beta
en diferentes linajes celulares, durante el estado basal asi como bajo estimulacién antigénica de
corta y larga duracion.

Consideramos que este proyecto de vanguardia establecera que B55beta es un regulador clave

de la duracién de la respuesta inmune y definira su papel en la patogénesis de enfermedades




autoinmunes humanas. Ademas, este proyecto revelara, por vez primera, el papel del sistema
Akt-mTOR en el control de la terminacién de la respuesta inmune. Asimismo, contribuira al
conocimiento de un area de la inmunologia que ha sido dificil de estudiar por falta de modelos
adecuados. También consideramos que los resultados del proyecto abriran la puerta a la
modulacion de Akt como una estrategia terapéutica en enfermedades autoinmunes. Dado que
existen nuevos farmacos que inhiben Akt, desarrollados para tratar enfermedades oncoldgicas,
los conceptos generados por el proyecto sentaran las bases para el uso dé un nuevo tipo de
medicamento en pacientes con enfermedades autoinmunes.

6b. Objetivos.

General:

[

Determinar si existe un defecto en la terminacién de la respuesta inmune en pacientes
con enfermedades autoinmunes y evaluar la contribucion de B55B al mantenimiento de
|& tolerancia inmunoldgica. '

[Especificos:
Analizar el proceso de contraccidn clonal en células T de pacientes con enfermedades
autoinmunes.

Estudiar la expresion y funcién de B55beta en células dendriticas

Estudiar las consecuencias de la deficiencia de BS5beta en un modelo in vivo.
7. Metodologia: Disefio general. ‘

El presente es un proyecto de investigacion biomédica, experimental transversal, abierto. No se
realizara ninguna maniobra experimental en pacientes. s
& .

OBJETIVO ESPECIFEICO 1. Analizar el proceso de contraccién clonal en células T de pacientes
con enfermedades autoinmunes. Esta parte del proyecto se ha disefiado para investigar si, a
nivel de células T, la terminacién de la respuesta inmune sucede en forma normal en pacientes
con enfermedades autoinmunes sistémicas. Investigaremos la frecuencia con la que se
observan defectos de contraccion clonal en diferentes enfermedades y si dichos defectos se
asocian a induccién deficiente de B55beta. :

1.1. Determinar la prevalencia de defectos en apoptosis inducida por privacion de IL-2 en células
T de pacientes con enfermedades autoinmunes. Usaremos el superantigeno SEB (enterotoxina
B de estafilococo) para estimular a células T de pacientes con enfermedades autoinmunes y
controles. La SEB activa a ~20% de las’ células T [40], lo cual nos permitira comparar la
expansion y contraccién de clonas que responden a SEB (identificadas con anticuerpos contra
la cadena beta del TCR) y usar como control interno a células que no son activadas por SEB.
Se aislaran celulas mononucleares-de sangre periférica (CMSP) de 25 pacientes con LEG, 25
- pacientes con AR, 25 pacientes con.SS y 25 controles sanos. Este tamario de muestra se calculé
considerando la frecuencia con la que se reportamos defectos en la apoptosis de células T
activadas de pacientes con LEG en un estudio previo [33]. La apoptosis se cuantificara por
citometria de flujo (anexina V y ioduro de propidio), 24 y 48 horas después del retiro de IL-2.

1.2. Cuantificar la frecuencia de defectos en la induccién de B55beta en células T de pacientes
con enfermedades autoinmunes. Usaremos PCR de tiempo real para medir la induccion de
B55beta. Para esto, aislaremos RNA del cultivo de CMSP en 3 tiempos: antes de la privacion de




IL-2, alas 6 horas y a las 24 horas. Se cuantificara el incremento a las 6 y 24 horas en relacién
al basal.

1.3. Investigar si la induccion defectuosa de B55beta representa un defecto fijo o adquirido. Es
posible que la resistencia a la induccién de B55beta y la consecuente resistencia a apoptosis
representen un defecto adquirido, por clonas de células T que se activan crénicamente o en
presencia de mediadores de inflamacion. Para. distinguir entre estas posibilidades usaremos
estrategias complementarias. En primer lugar, activaremos células T de donadores sanos
durante diferentes periodos de tiempo con el fin de evaluar si la activacién prolongada resulta en
resistencia a la apoptosis. En segundo lugar; las activaremos en presencia de citocinas
inflamatorias (e.g. IL-6, TNF-alfa) para..determinar si su presencia confiere resistencia a la
apoptosis. .

&

OBJETIVO ESPECIFICO 2. Estudiar la expreSIOn y funcidn de B55beta en células dendriticas
(CDs). Existe muy poca informacién de cémo se regula la supervivencia de CDs en condiciones
de salud y de enfermedad auteinmune. Informacién generada por nuestro grupo y por otros
laboratarios indica que PP2A es una molécula altamente conservada, de expresién ubicua, que
regula procesos celulares fundamentales como ciclo celular y apoptosis [25, 33]. En este
objetivo, analizaremos la expresion y funcion de B55beta en CDs y determinaremos si, como en
otras células, B55beta regula la induccion de apoptosis. Después, estudiaremos si su expresion
y funcién es normal en pacientes con enfermedades autoinmunes.

2.1. Analizar la expresion y funcion de B55beta en CDs de individuos sanos. Uno de los factores
que regulan la supervivencia de las CDs'es la concentracién de citocinas que activan la via de
PI3K-Akt-mTOR (e.g. GM-CSF) [41, 42]. B55beta induce apoptosis-al inactivar esta via (Crispin
et al., en preparacion), por lo tanté es posible que regule la supervivencia de CDs como en
células T. Para investigar esto, analizaremos la expresion de B55beta en CDs mieloides aisladas
de sangre periférica de individos sanos. El analisis se realizara con PCR, en células recién
aisladas y a las 24 horas de cultivo en presencia y ausencia de GM-CSF. Esto nos permitira
determinar si BS5beta se expresa constitutivamente, o si su expresién es inducible en ausencia
de citocinas. En forma simultanea, diferenciaremos CDs a partir de monocitos (moCDs) [43] con
el fin de determinar si el patron de expresidn de B55beta es similar al que se observa en CDs
aisladas de sangre.

2.2. Determinar si la expresién de B55beta es normal en CDs de pacientes con enfermedades
autoinmunes. Si los experimentos del apartado 2,1 indican que la expresién y funcion de B55beta
es similar en CDs diferenciadas in vitro y aisladas de sangre, en este apartado trabajaremos con
moCDs. Asi, diferenciaremos CDs invitro y estudiaremos si la expresion de B55beta y su cinética
de muerte celular (espontanea e inducida a través de Fas) es normal en pacientes con LEG, AR
y sindrome de Sjégren. ,

2.3. Estudiar las consecuencias funcionales de defectos en la expresion de B55beta en CDs. La
falla en la expresién de B55beta podria causar la acumulacion de CDs activadas con vida
anormalmente larga. Usaremos siRNA para silenciar la expresion de B55beta en moCDs de
individuos sanos para investigar si la disminucion en la expresién de B55beta alarga la vida de
las mismas. Asimismo, evaluaremos mediante citometria de flujo la expresiéon de marcadores de

activacién y moléculas coestimuladoras (e.g. CD40, CD80, CD86, etc) en CDs transfectadas



con siRNA control y especifico para B55beta. Por ultimo, analizaremos si el silenciamiento de
B55beta aumenta la capacidad de estimular a células T alogénicas.

OBJETIVO ESPECIFICO 3. Estudiar las consecuencias de la deficiencia de B55beta en un
modelo in vivo. Hemos generado un ratén con el tercer exdn del gen que codifica para B55beta
(Ppp2r2b) flanqueado por secuencias que reconoce la recombinasa de ADN Cre (Fig. 5). Dicho
exon es removido por Cre, especificamente en las células en donde se expresa la recombinasa.
Usaremos ratones transgemcos que expresan la recombinasa en tipos celulares especificos
para crear lineas murinas que ‘carezcan:de la expresion de B55beta en diferentes células. Esto
nos permitira evaluar la funcién de B55beta en células T y en CDs, durante respuestas inmunes
normales y durante el desarrollo de autoinmunidad.
. ‘ _

3.1. Analizar las consecuencias de la ausencia de B55beta en células hematopoyéticas. Como
estrategia inicial, generaremos una linea de ratones que carezca de B55beta en todas las células
hematopoyetlcas Esto se lograra al cruzarel raton con deficiencia condicional con un ratén que
expresa Cre asociado al prometor de Vav [44]. Esta estrategia nos permitira evaluar las
funciones del gen en forma global, en todas las células del sistema inmune.

3.1.1. Determinar si la ausencia de B55beta causa enfermedad autoinmune. Con el fin de
determinar si la ausencia de B55beta causa autoinmunidad, vigilaremos a 3 cohortes de ratones
de la cepa C57BL/6 durante un afio: a) B55beta presente; b) deficiencia heterocigota; c)
deficiencia homocigota. Cada mes buscaremos proteinuria, presencia de anticuerpos
antinucleares, y mediremos la frecuencia de células T activadas (CD44" CD62L") en sangre
periférica. Si los ratones no desarrollan ehfermedad en forma espontanea, seran sacrificados al
afio de edad y sus 6rganos seran analizados en busca de signos de-inflamacioén. Si los ratones
se enferman antes, seran sacrificados y analizados en diferentes momentos.

3.1.2. Estudiar si la ausencia de B55beta altera la contraccion de células T. Como experimento
inicial, inyectaremos SEB a los ratones. Esto causa la expansién de algunas clonas de células
T. Mediremos la frecuencia de las células T CD4 y CD8 que responden a SEB (Vbeta8) a lo largc
de 2 semanas para observar su expansion y contraccion. Compararemos esta cinética en
ratones con y sin B55beta. Para el siguiente experimento, cruzaremos a los ratones deficientes
en B55beta con ratones OT-1 y OT-ll (que expresan un receptor de células T especifico para
péptidos derivados de ovoalbumina presentados por moléculas de clase | y I, respectivamente).
Infectaremos a estos ratones con una cepa de Listeria monocytogenes que expresa ovoalblmina
y estudiaremos la expansion y contraccién .de las clonas de células T CD8 y CD4,
respectivamente [45]. 4

3.2. Analizar los efectos de la deficiencia selectiva de B55beta en células T. Con el fin de disecar
cual es la funcion de B55beta en células T y para identificar las consecuencias de la falla en la
terminacion de la respuesta inmune en células T, cruzaremos el ratdon con deficiencia
condicioEnal de B55beta con un ratén que expresa Cre bajo el promotor de CD4 [46].
Estudiaremos: a) si la activacion, proliferacion, y diferenciacion funcional de las células T es
normal; b) si la deficiencia selectiva de B55beta en células T causa enfermedad autoinmune; ¢)
la cinética de expansion y contraccion clonal durante infeccion por L. monocytogenes.




3.3. Evaluar las consecuencias de la deficiencia de B55beta en CDs mieloides. En forma analoga
a los experimentos del objetivo 3.2, cruzaremos el ratén deficiente de B55beta con un ratén
CD11c¢-Cre [47] y evaluaremos el desarrollo de autoinmunidad y la cinética de expansién y
contraccion clonal durante infeccion sistémica. Ademas evaluaremos si el néimero y el fenotipo
de las CDs es normal.

3.4 Analizar la expresion de B55beta durante respuestas inmunes agudas y cronicas. Usaremos
el raton reportero en donde las células que expresan B55beta expresaran LacZ. Infectaremos a
los ratones reporteros con dos cepas del virus de coriomeningitis linfocitica (LCMV) que causan
una infeccion aguda (Armstrong) y ‘crénica (clona 13) [48]. Durante la infeccién aguda,
analizaremos por citometria de flujo e inmunohistoquimica (REF) la expresién de B55beta (LacZ)
en el bazo los dias 0 (antes de la infeccidn), 2, 5, 7, 14 y 21. La citometria de flujo permitira
identificar con mayor facilidad qué células expresan B55beta. La inmunohistoquimica revelara
en queé estructuras anatémicas (e.g. centros germinales) se expresa. Durante la infeccion con la
ceépa LCMV clona 13 que -causa infeccion crénica, analizaremos la expresion antes de la
infeccion y a las semanas 1, 2,4, 8,12y 24. -

El numero de pacientes que se estlidiara se calculé en base a un trabajo previo en donde
analizamos la expresion de B55beta en células T de pacientes con LEG [33]. En dicho trabajo
mostramos que la expresién de B55beta, inducida por 48 horas de privacion de 'IL-2, es un
fendmeno poco variable en individuos sanos y pacientes con LEG (la desviacion estandard fue
de 0.8 y 1.1, respectivamente). En base a las diferencias entre pacientes y controles y en base
a las poca variabilidad en cada grupo, hemos calculado que una muestra de 25 pacientes y 25
controles nos permitiran realizar el estudio, asumiendo un error alfa de 0.05 y un poder de 0.90.
Los pacientes seran reclutados de la consulta externa de reumatologia y de los servicios de
hospitalizacién del INCMNSZ. Los pacientes que elijan participar. firmaran un consentimiento
informado. Como controles sanos se consideraran individuos de la misma edad (x 5 afnos) y
sexo que los pacientes. Se invitard a participar como controles a familiares de los
pacientes. Los individuos que participen como controles también firmaran
consentimiento informado.

8. Metodologia: Criterios de seleccion

Pacientes: Pacientes con LEG, AR, o sindrome de ‘Sjégren primario que cumplan con los criterios de
clasificacion del Colegio Americano de Reumatologia (ACR) seran reclutados en forma consecutiva. Se
incluird a todos los pacientes sin importar su tratamiento. Se incluiré a pacientes con enfermedad activa
- inactiva, sin importar el tipo de manifestaciones clinicas que tengan o hayan tenido.

Controles: Personas sanas, pareadas por sexo y edad (+ 5 afios) seran reclutadas como controles.

; Todos los pacientes y controles seran adultos y firmaran formas de consentimiento informado, y estardn
libres de infecciones actuales.

9. Metodologia: Desenlaces y variables ,

Objetivos especificos 1y 2. : 7 :




Apoptosis. Se cuantificara el porcentaje de células apoptéticas en cultivos de células T por medio
de citometria de flujo. Se consideraran apoptéticas a las células que unen Anexma V sin ser
permeabiles a ioduro de propidio.

Induccién de B55beta. Se medira por medio de PCR cuantitativo. Se compararan los niveles
antes y después de someter a las.células a pnvacxon de [L-2. Los niveles de GAPDH se usaran
como control.

Objetivo especifico 3.
Apoptosis e induccién de B55beta. Se*miediran de la misma manera que en células humanas.

Proteinuria. Se cuantificara albumina por medlo de ELISA en muestras de orina. Se normalizara
eltresultado contra la creatinina urinaria.

Anticuerpos antinucleares. Se medlran por medlo de inmunofluorescencia indirecta en células
HEp-2. T

N

Fenotipificacién de células T y dendriticas. Se medira la expresién de diversas moléculas por
medio de citometria de flujo. Los resultados se expresaran como porcentaje de celulas positivas.

10. Riesgos y beneficios del estudio
BENEFICIO DIRECTO:

Ninguno

BENEFICIOS INDIRECTOS:

Todo lo que deriva de entender mejor ia enfermedad de un paciente: mejores modelos conceptuales, mejor disefio
de terapias, identificacion de biomarcadores y blancos terapéuticos, etc.

RIESGOS:

MOLESTIAS GENERADAS : Aquellas derivadas de la venopuncién
COMPLICACIONES DE PROCEDIMIENTO : Equimosis en el sitio de venopuncion
EFECTOS ADVERSOS : No aplica ‘
EFECTOS PSICOLOGICOS : Ninguno i

METODOS DE SEGURIDAD : No aplica

PROCEDIMIENTOS : No aplica

OTRO TIPO DE RIESGO : No aplica

11. Costos =~ = =~ -

"COSTOSTOTALES DETA
INVESTIGACION

AdI?lOIl. Gastos $0.00
pacientes

~ ‘Animales $ 0.00

3gEquipos $ O.QO




Estudios $0.00

‘élVIateriales ' $ 0.00

gg}’ersonal $ 0.00

iPublicaciones $-0.00

Suscripciones $0.00

Varios $0.00 . -

Viaticos $0.00 . .
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5. Marco teorico

ANTECEDENTES:

Importancia de la expansion y contraccion del sistema inmune adaptativo. El sistema inmune
adaptativo, esta formado por linfocitos B y T, que generan receptores de antigeno a través de
un mecanismo complejo que involucra el re-arreglo aleatorio de segmentos de genes [1]. Dicho
proceso da lugar a un arsenal variado de linfocitos con receptores diversos. Aungue existen
linfocitos especificos para practicamente cualquier antigeno, la frecuencia de cada uno es muy
baja, aproximadamente de 1 a 10 por 100,000.[2]. Por esa razén, cuando un linfacito encuentra

su antigeno especifico en presencia de sefiales que indican infeccién o peligro, éste se activa




e inicia una respuesta proliferativa intensa en la que se expanden ura o varias clonas capaces
de eliminar al agente desencadenante. La magnitud de la expansion clonal es muy grande: en
una semana, el numero de células T especificas puede aumentar hasta 50,000 veces [3, 4].
Una vez que el patégeno es neutralizado, la mayoria de las células generadas durante la
respuesta son eliminadas, quedando solo algunas células de memoria. La contraccién del
sistema inmune y el retorno al estado basal permiten el restablecimiento de un repertorio
variado y eliminan el riesgo de inflamacion y autéinmunidad que los linfocitos activados implican

[5]. Se conoce poco acerca de cdmo se regula la contraccion de la respuesta inmune, pero se *

ha propuesto que la progresiva escasez del antigeno desencadenante y de citocinas y factores
de crecimiento son elementos claves [6]. Cémo las células T integran dichas sefiales para iniciar
la apoptosis es un mistério, pero ‘€s’claro que defectos en este proceso se asocian a
enfermedades linfoproliferativas y autoinmunes [7].

Apoptosis de células T. La'apoptosis es el mecanismo dommante de muerte celular programada
en células T [5]. Durante la contraccion de la respuesta inmune, la apoptosis se desencadena
probablemente a través de la llamada “via intrinseca”, ya que defectos genéticos en miembros
pro-apoptoéticos de la familia de Bel-2 (Bim, Puma, Bak, Bax) alteran la contraccidn clonal [8-12]
y+en algunos casos, causan enfermedad autoinmune [13, 14]. La via intrinseca de la apoptosis
puede ser activada por una gran variedad de factores que incluyen la prlvamon de IL-2[15] y la
baja concentracién de otros factores de crecimiento [16]

La via de sefalizacién Akt-mTOR. La via Akt-mTOR permite a las células adaptar su funcién
de acuerdo a la abundancia de nutrientes y factores de crecimiento [17]. La activacién de este
sistema (en condiciones de abundancia) incrementa la sintesis de proteinas y el volumen
celular; su inhibicién, durante escasez de"factores de crecimiento, detiene el ciclo celular y
puede desencadenar apoptosis [16-18]. En las células T, esta via contribuye ademas a modular
el proceso de dlferenCIac:on que es 1nduc1do por estimulos externos (e g. citocinas) [19-23].

La fosfatasa de proteinas 2A (PP2A) es un reqgulador de la inmunidad. PP2A es una fosfatasa
de serinaltreonina ‘que modula un gran nimerd de procesos celulares, incluyendo vias de
sefializacion, ciclo celular y apoptosis [24]. Esta enzima consiste en un heterotrimero formado
por una subumdad estructural (A), una catalitica (C) y una reguladora (B). Las subunidades A y
C se expresan en todas las células como un heterodimero que se activa cuando la subunidad
B se acopla a él. Existen méas de 20 isoformas de B, pero solo una puede acoplarse a la vez al
heterodimero A/C. La subunidad B determina la especificidad y localizacién intracelular de la
holoenzima [25]. PP2A juega un papel funcional clave en células T y alteraciones en la misma
~ se asocian con autoinmunidad. A este respecto, la expresion y funcidn de la subunidad catalitica
(PP2Ac) estan incrementadas en células T de pacientes con lupus eritematoso generalizado
(LEG) [26]. En trabajos previos demostramos .que este fenémeno es patogénico ya que la
sobreexpresion de PP2Ac aumenta la capacidad inflamatoria de las células T [27] vy la
susceptibilidad de desarrollar nefritis autoinmune [28] en un modelo murino transgénico.

La fosfatasa PP2A en células presentadoras de antigeno. Aun cuando las células
presentadoras de antigeno (CPA)_y en particular las células dendriticas (CDs) derivadas de la
médula ésea tienen un papel fundamental en la activacion y diferenciacién de linfocitos T y.en
la generacién de la respuesta inmune, poco se sabe sabre la funcién de PP2A en estas células.
Sin embargo, se ha informado que PP2A se expresa en CDs de ratén, que es enzimaticamente

activa y que participa en la regulacién de la sintesis de 1L-23 [29] vy, por lo tanto, en la
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diferenciacion de linfocitos Th17 [30]. No existen estudios realizados en CDs humanas sobre el
posible papel de PP2A en su diferenciacion, funcién y apoptosis.

En resumen, la contraccidon es un proceso fundamental en la homeostasis del sistema inmune.
Existe informacién que implica a la IL-2 como un factor determinante en la duracién de la
respuesta inmune [15], pero s& desconocen los mecanismos celulares y moleculares que
permiten que la célula T mterprete los niveles extracelulares de IL-2 y los integre con otras
sefiales mtrlnsecas y ambientales para detener sus funciones efectoras e inducir la apoptosis.
Este proyecto introduce a PP2A B55beta, una subunidad B de la fosfatasa PP2A, como un nodo
regulador capaz de traducir estimulos ambientales, en particular la concentracion de IL-2, en
apoptosis a través de la modulacién Selectiva de la via de sefializacion Akt-mTOR. Basados en
observaciones preliminares que muestran una defectuosa induccion de B55beta en pacientes
con LEG, proponemos a B55beta como un regulador de la duracién de la respuesta inmune
cuya disfuncién contribuye al desarrollo de autoinmunidad. Asimismo, resulta de interés el

- dilucidar la expresién y funcién de la PP2A en €Ds y su posible reIaCIOn con la patogenia de

enfermedades autoinmunes.

INFORMACION PRELIMINAR

La IL-2 regula la via de Akt-mTOR en células T. La via de sefializacion Akt-mTOR permite a las
células adaptar su metabolismo y crecimiento en base a la disponibilidad de nutrientes y
factores de crecimiento (Fig. 1A) [17]. En las células T, la concentracién de IL-2 es una de las
muchas sefiales ambientales capaces de activar a Akt y mTOR [23]. Asi, la interaccion de [L-2
con su receptor en células T induce la activacion de S6, la cual es regulada por mTOR [31] (Fig.
1B). Para determinar si la ausencia de IL-2 tiene el efecto contrario que su administracion,
analizamos |a fosforilacion de Akten los dos résiduos que controlan su actividad (S473 y T308)
[32], durante la privacién de IL-2 en células T humanas activadas. Como se muestra en la Fig.
1C, la fosforilacion"de Akt, presente en las células activadas, desaparecié una hora después de
retirar la IL-2. Esta observacién, que la privacién de 1L.-2 causa inactivacion de Akt en presencia
de otros factores capaces de activarlo (e.g. nutrientes) indica que la ausencia de IL-2 causa la
desfosforilacién de Akt en forma activa. Esto es, que la desfosforilacion no sucede como
consecuencia de falta de fosforilaciéon, sino por la induccién de un inhibidor capaz de
contrarrestar la presencia de otros factores activadores.

La privacion de IL-2 induce la expresion de B55beta. Describimos previamente [33] que la
expresion de B55beta se modula durante la activacién de células T humanas. Se expresa en
niveles bajos en células quiescentes y desaparece rapidaménte tras la activacién celular. La
privacion de IL-2 causa su rapida induccién (Fig. 2A) en forma especifica, ya que otros
estimulos capaces de inducir apoptosis, por ejemplo la activacion de Fas, no afectan su
expresion [33]. )

El silenciamiento de B55beta protege a las células T de apoptosis por privacién de IL-2. Con
base a la cinética de expresién de B55beta, propusimos que su papel podria ser el de inducir
apoptosis en células T cuando los niveles de IL-2 disminuyen. Para probar esta hipétesis,
generamos lentivirus que codifican RNA interferente (shRNA) especifico para PPP2R2B, el gen

‘que codifica B55beta (Fig. 2B). A diferencia de las células T infectadas con lentivirus control, el

silenciamiento de B55beta disminuy¢ significativamente la apoptosis inducida por privacion de

[L-2 (Fig. 2C). Estos resultados indican que B55beta desencadena apoptosis de células T




cuando los niveles de IL-2 disminuyen. Este concepto es consistente con reportes previos que
muestran que la apoptosis por privacion de IL-2 requiere sintesis de proteinas [34] y es
susceptible de ser bloqueada con inhibidores de fosfatasas [35].

Bb5beta modula la actividad de Akt. Para investigar si la desfosforilacion de Akt inducida por
privacion de IL-2 es mediada por B55beta, usamos silenciamiento genético. Como se muestra
en la Fig. 3, la ausencia de esta subumdad feguladora disminuye en forma &gmﬂcattva la
desfosforllamon de Akt inducida por el retiro de IL-2. En conjunto, nuestros datos indican que la
disminucidn en la concentracién de |L-2 lnduce la expresion de B55beta, que a su vez induce
apoptosis al desfosferilar a Akt

e g

Defectos en Ia expresién de B55beta podrian contribuir a la etiopatogenia de enfermedades
autoimmunes. La contraccion clonal, inducida, entre otros factores, por disminucién en los
niveles de IL-2, permite la terminacién de la respuesta inmune. Defectos en este proceso
podrian favorecer el desarrollo de autoinmunidad como muestran las deficiencias genéticas de
miembros pro-apoptéticos de la familia de Bel-2 [13, 14] y como sugieren los defectos en
apoptosis que se han reportado en pacientes con LEG [36-38]. A este respecto, analizamos la
expresion de B55beta y la apoptosis en respuesta a privacion de IL-2 y a un agonista de Fas
en un grupo de pacientes con LEG. Encontramos que en las células T de aproximadamente la
mitad de los pacientes con LEG, la induccién de B55beta y de apoptasis fue significativamente
deficiente. En contraste, la apoptosis inducida-a través de Fas ocurrié en forma normal [33].
Estos datos sugieren que alteraciones en la expresién y/o funcion: de B55beta tienen
repercusiones importantes en enfermedades autoinmunes humanas.

Generacion de un ratén con deficiencia condicional de B55beta (Ppp2r2b). Con el fin de estudiar
cual es el papel de B55beta en un sistemaiin vivo, generamos un ratén en donde reemplazamos
el 3er exdén de Ppp2r2b y las regiones intrénicas adyacentes con un constructo que incluye un
gen reportero (LacZ) y regiones de reconocimiento de la recombinasa Cre (Fig. 5). El disefio
del constructo permite generar lineas de ratones con delecion del gen en linajes celulares
especificos (Fig. 5J. Experimentos iniciales han demostrado que las células T de estos ratones
efectivamente no expresan B55beta, pero que ésta se detecta en otras células (Fig. 6A).
Asimismo, hemos corroborado que las células T de estos ratones son resistentes a la apoptosis
inducida por privacién de IL-2 (Fig. 6B).

DEFINICION DE PROBLEMAS:

¥
Se desconocen los mecanismos celulares y moleculares que regulan la magnitud y
duracién de la expansién clonal linfoide durante respuestas inmunes agudas y crénicas.
Alteraciones en estos procesos podfian contribuir al desarrollo y perpetuacién de
enfermedades autoinmunes e inflamatorias.

Hemos generado informacién preliminar que indica que B55beta juega un papel clave
en la termacion de la respuesta inmune.

El objetivo general de este proyecto es determinar qué papel juega B55beta en la
regulacion del sistema inmune y analizar si defectos en su expresion se asocian e
enfermedades autoinmunes humanas o en modelos in vivo.




JUSTIFICACION :

Este proyecto estd basado en el descubrimiento de B55B como una fosfatasa clave en la
regulacion del sistema inmune y serd posible gracias a la participacion de expertos de centros con
una larga trayectoria en el estudio,de la autoinmunidad. Las propuestas experimentales son
factibles porque contamos con herramientas Gnicas (lentivirus para sobre-expresar y silenciar, un
raton con deficiencia condlcmnal de B55B), que nos permitirdn disecar el comportamiento de
B55B en pacientes con EA, en estudios in vitro y en un modelo in vivo. Es importante enfatizar
que el ratén que hemos desarrollado .para este proyecto representa una herramienta tnica para
estudiar la importancia de la terminacién de la respuesta inmune en un modelo in vivo.

Los resultados de este proyecto tendran implicaciones a varios niveles. En prlmer lugar,
establecerdn que una fosfatasa es un regulador_clave de autoinmunidad. En secundo lugar,
sentaran un nuevo paradigma -en el estudio de la autoinmunidad humana, al demostrar la
importancia patogénica de un defecto_en la contraccion de la respuesta inmune. En tercer lugar,
disecaran una via cuya manipulacién permitird la modulacién de la duracién de la respuesta
inmune durante situaciones en las que su prolongacion podria ser Util (e.g. vacunacién). En cuarto
lugar, identificarsn moléculas susceptibles de ser blancos terapéuticos y biomarcadores.

6a. Hipdtesis

En el apartado de ANTECEDENTES hemos mostrado informacion preliminar, en su mayoria
generada por nosotros, que demuestra que; a) B55beta es una molécula clave para la iniciacion
de la apoptosis inducida en ceélulas T durante la privacion de 1L.-2; b) B55beta induce apoptosis
a través de modular la fosforilacion de Akt; ¢) este proceso podria ser andémalo en pacientes con
autoinmunidad.

Con base a esos puntos, hemos generado la hipétesis central del proyecto, que establece que
defectos en la terniinacidn de la respuesta inmune causados por fallas en la expresién y/o
funcidn de B55beta en células T y células dendriticas contribuyen a la perpetuacion de la
respuesta inmune y a la etiopatogénesis de la autoinmunidad.

En este proyecto proponemos una serie de experimentos que nos permitiran evaluar esta
hipétesis usando un enfoque amplio, que incluira el estudio de células humanas de personas
sanas y de pacientes con enfermedades autoinmunes. En forma complementaria estudiaremos
un modelo murino Unico, en donde podremos analizar los efectos de la deficiencia de B55beta
en diferentes linajes celulares, durante el estado basal asi como bajo estimulacion antigénica de
corta y larga duracidn. ,
4 W

Consideramos que este proyecto de vanguardia establecera que B55beta es un reguladaor clave
de la duracion de la respuesta inmune y definira su papel en la patogénesis de enfermedades
autoinmunes humanas. Ademas, este proyecto revelara, por vez primera, el papel del sistema
Akt-mTOR en el control. de la terminacion de la respuesta inmune. Asimismo, contribuira al
conocimiento de un area de la |nmunolog|a que ha sido dificil de estudiar por falta de modelos:
adecuados. También consideramos que los resultados del proyecto abrirén la puerta a la
modulacién de Akt como una estrategia terapéutica en enfermedades autoinmunes. Dado que
existen nuevos farmacos que inhiben Akt, desarrollados para tratar enfermedades oncolégicas,
los conceptos generados por el proyecto sentaran las bases para el uso de un nuevo tipo de
medicamento en pacientes con enfermedades autocinmunes. '




6b. Objetivos.

General:

Determinar si existe un defecto en la terminacion de la respuesta inmune en pacientes
con enfermedades autoinmunes y evaluar la contrlbUCIon de B55B al mantenimiento de
~ la tolerancia inmunologica. - . v

Especificos: ) ‘ v

Analizar el proceso de contraccién clonal en.células. T de pacientes con enfermedades
autoinmunes.

Estudiar la expresion y\funcién de B55beta en células dendriticas

Estudiar las consecuencias de la deficiencia de Eéé5beta en un modelo in vivo.
7. Metodologia: Diseiio general.. - .

El presente es un proyecto de investigacion biomédica, experlmental transversal, abierto. No se
realizara ninguna maniobra experimental en pacientes. )
OBJETIVO ESPECIFICO 1. Analizar el proceso de contraccién clonal en células T de pacientes
con enfermedades autoinmunes. Esta parte del proyecto se ha disefiado para investigar si, a
nivel de células T, la terminacidon de la respuesta inmune sucede en forma normal en pacientes
con enfermedades autoinmunes sistémicas. Investigaremos la frecuencia con la que se
observan defectos de contraccién clonal en diferentes enfermedades y si dichos defectos se
asocian a induccién deficiente de B55beta.”

1.1. Determinar la prevalencia de defectos en apoptosis inducida por privacion de IL-2 en células
T de pacientes con enfermedades autoinmunes. Usaremos el superantigeno SEB (enterotoxinal
B de estafilococo) para estimular a células T de pacientes con enfermedades autoinmunes y
controles. La SEB activa a ~20% de las células T [40], lo cual nos permitira comparar la
expansion y contraccion de clonas que responden a SEB (identificadas con anticuerpos contra
la cadena beta del TCR) y usar como control interno a celulas que no son activadas por SEB.
Se aislaran células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de 25 pacientes con LEG, 25
pacientes con AR, 25 pacientes con SS y 25 controles sanos. Este tamafio de muestra se calculé
considerando la frecuencia con la que se reportamos defectos en la apoptosis de células T
activadas de pacientes con LEG en un estudio previo [33]. La apoptosis se’ cuantificara por
citometria de flujo (anexina V y ioduro de propidio), 24 y 48 horas después del retiro de 1L-2.
1.2. Cuantifidar la frecuencia de defectos en la induccién de B55beta en células T de pacientes
con enfermedades autoinmunes. Usaremos PCR de tiempo real para medir la induccién de
B55beta. Para esto, aislaremos RNA del cultivo de CMSP en 3 tiempos: antes de la privacion de
IL-2, alas 6 horasy a Ias 24 horas. Se cuantificard el incremento a las 6 y 24 horas en relacion
albasal - “

1.3. Investigar si la induccidn defectuosa de B55beta representa un defecto fijo o adquirido. Es
posible que la resistencia a la induccién de B55beta y la consecuente resistencia a apoptosis
representen un defecto adquirido por clonas de células T que se activan crénicamente o en
presencia de mediadores de inflamacién. Para distinguir entre estas posibilidades usaremos
estrategias complementarias. En primer lugar, activaremos células T de donadores sanos




durante diferentes periodos de tiempo con el fin de evaluar si la activacion prolongada resulta en
resistencia a la apoptosis. En segundo lugar, las activaremos en presencia de citocinas
inflamatorias. (e.g. 1L-6, TNF-alfa) para determinar si su presencia confiere resistencia a la
apoptosis.

%

OBJETIVO ESPECIFICO 2. Estudiar la expresién y funcién de B55beta en células dendriticas
(CDs). Existe muy poca informacién de.como se regula la supervivencia de CDs en condiciones
de salud y de enfermedad autcinmune. Informacion generada por nuestro grupo y por otros
laboratorios indica que PP2A es una molécula altamente conservada, de expresion ubicua, que
regula procesos celulares fundamentales como ciclo celular y apoptosis [25, 33]. En este
objetivo, analizaremos la expresion y funcién de B55beta en CDs.y determinaremos si, como en
btras células, B58beta regula la induccion de apoptosis. Después, estudiaremos si su expresion
y funcion es normal en pacientes con enfermedades autoinmunes.

2.1. Analizar la expresion y funcion d,eerB55beta‘ en CDs de individuos sanos. Uno de los factores
que regulan la supervivencia dedas CDs es la concentracidn de citocinas que activan la via de
PI3K-Akt-mTOR (e.g. GM-CSF) [41, 42]. B55beta induce apoptosis al inactivar esta via (Crispin:

fet al., en preparacion), por lo tanto es posible que regule la supervivencia de CDs como en

células T. Para investigar esto, analizaremos la expresic’Sn de B55beta en CDs mieloides aisladas
de sangre periférica de individos sanos. El analisis se realizara con PCR, en células recién
aisladas y a las 24 horas de cultivo en presencia y ausencia de GM-CSF. Esto nos permitira
determinar si B55beta sé expresa constitutivamente, o si su expresion es inducible en ausencia
de citocinas. En forma simultanea, diferenciaremos CDs a partir de monocitos (moCDs) [43] con
el fin de determinar si el patron de expresién de B55beta es similar al que se observa en CDs
aisladas de sangre. R ‘

2.2. Determinar si la expresion de B55beta es normal en CDs de pacientes con enfermedades.
autoinmunes. Silos experimentos del apartado 2.17indican que la expresion y funcion de B55beta
es similar en CDs diferenciadas in vitro y aisladas de sangre, en este apartado trabajaremos con.
moCDs. Asi, diferenciaremos CDs in vitro y estudiaremos sila expresiéon de B55beta y su cinética
de muerte celular (espontanea e inducida a través de Fas) es normal en pacientes con LEG, AR
y sindrome de Sjogren.

2.3. Estudiar Ias consecuencias funcionales de defectos en la expresion de B55beta en CDs. La
falla en la expresién de B55beta podria causar la acumulacion de CDs activadas con vida
anormalmente larga. Usaremos siRNA para silenciar la expresion de B55beta en moCDs de
individuos sanos para investigar si la disminucion en la expresion de B55beta alarga la vida de
las mismas. Asimismo, evaluaremos mediante citometria de flujo la expresion de marcadores de
activacion y moléculas coestimuladoras (e.g. CD40, CD80, CD86, etc) en CDs transfectadas
con siRNA control y especifico para B55beta. Por ultimo, analizaremos si el silenciamiento de
B55beta aumenta la capacidad de estimular a células T alogénicas.

-

OBJETIVO ESPECIFICO 3. Estudiar las consecuencias de la deficiencia de B55beta en un
modelo in vivo. Hemos generado un raton con el tercer exon del gen que codifica para B55heta
(Ppp2r2b) flanqueado por secuencias que reconoce la recombinasa de ADN Cre (Fig. §). Dicho

exdn es removido por Cre, especificamente en las células en donde se expresa la recombinasa.




Usaremos ratones transgénicos que expresan la recombinasa en tipos celulares especificos
para crear lineas murinas que carezcan de la expresion de B55beta en diferentes células. Esto
nos permitird evaluar la funcién de B55beta en células T y en CDs, durante respuestas inmunes
normales y durante el desarrollo de autoinmunidad.

3.1. Analizar las consecuencias de la ausencia de B55beta en células hematopoyéticas. Como
estrategia inicial, generaremos una linea de ratories que carezca de B55beta en tddas las células
hematopoyéticas. Esto se lograra al cruzar el ratén con deficiencia condicional con un ratén que
expresa Cre asociado al promotor de Vav'[44]. Esta estrategia nos permitira evaluar las
funciones del gen en forma global en todas Ias células del sistema inmune.

3.1.1. Determinar si la ausencia de BS5beta causa enfermedad autoinmune. Con el fin de
determinar sila ausencia de B55beta causa autoinmunidad,,,vigilaremos a 3 cohortes de ratones
de la cepa C57BL/6 durante un afio: a) B55beta presente; b) deficiencia heterocigota; ¢)
deficiencia homocigota. Cada mes buscaremos proteinuria;” presencia de anticuerpos

" antinucleares, y mediremos la frecuencia de células T activadas (CD44* CD62L") en sangre

periférica. Si los ratones no desarrollan enfermedad en forma espontanea, seran sacrificados al
afio de edad y sus érganos seran analizados en busca de signos de inflamacion. Si los ratones
se enferman antes, seran sacrificados y analizados en diferentes momentos.
: )

3.1.2. Estudiar si la ausencia de B55beta altera la contraccion de células T. Como experimento
inicial, inyectaremos SEB a los ratones. Esto causa la expansion de algunas clonas de células
T. Mediremos la frecuencia de las células T CD4 y CD8 que responden a SEB (Vbeta8) a lo largo
de 2 semanas para observar su expansion y contraccion. Compararemos esta cinética en
ratones con y sin B55beta. Para el siguient& experimento, cruzaremos a los ratones deficientes
en B55beta con ratones OT-l y OT-ll (que expresan un receptor de células T especifico para
péptidos derivados dé ovoalbumina presentados por moléculas de clase [y II, respectivamente).
Infectaremos a estos ratones con upa cepa de Listeria monocytogenes que expresa ovoalblmina
y estudiaremos la expansion y contraccion de las clonas de células T CD8 y CD4,
respectivamente [45]. .

3.2. Analizar los efectos de la deficiencia selectiva de B55beta en células T. Con el fin de disecar
cudl es la funcidn de B55beta en células T y para identificar las consecuencias de la falla en la
terminacion de la respuesta inmune en células T, cruzaremos el ratdon con deficiencia
condicioEnal de BS55beta con un ratén que expresa Cre bajo el promotor de CD4 [46].
Estudiaremos: a) si la activacion, proliferacion, y diferenciacién funcional de las células T es
normal; b) si la deficiencia selectiva de B55beta en células T causa enfermedad autoinmune; ¢)
la cinética de expansion y contraccion clonal durante infeccion por'l.. monocytogenes.

3.3. Evaluar las consecuencias de la deficiencia de B55beta en CDs mieloides. En forma analoga
a los experimentos del objetivo 3.2, cruzaremos el ratdn deficiente de B55beta con un ratdn
CD11c-Cre [47] y evaluaremos el desarrollo de autoinmunidad y la cinética de expansion y
contraccion clonal durante infeccidn sistémica. Ademas evaluaremos si el nimero y el fenotipo
de las CDs es normal.

3.4 Analizar la expresion de B55beta durante respuestas inmunes agudas y crénicas. Usaremos. .
el raton reportero en donde las células que expresan B55beta expresaran LacZ. Infectaremos a

los ratones reporteros con dos cepas del virus de coriomeningitis linfocitica (LCMV) que causan




~cepa LCMV clona 13 que causa infeccion crénica, analizaremos la expresion antes de la

~de 0.8y 1.1, respectivamente). En base a las diferencias entre pacientes y controles y en base

&

en el bazo los dias 0 (antes de la infeccidn), 2, 5, 7, 14 y 21. La citometria de flujo permitira

una infeccién aguda (Armstrong) y crénica (clona 13) [48]. Durante la infeccion aguda,
analizaremos por citometria de flujo e inmunohistoquimica (REF) la expresién de B55beta (LacZ)

identificar con mayor facilidad qué células expresan B55beta. La inmunohistoquimica revelara
en qué estructuras anatémicas (e.g. centros germinales) se expresa. Durante la infeccion con la

infeccion y a las semanas 1, 2,4, 8, 12y 24.

# N . . -

El nimero de pacientes que se estudiara se calculé en base a un trabajo previo en dOnde
analizamos la expresion de B55beta en células T de pacientes con LEG [33]. En dicho trabajo
mostramos que la expresion-de B35beta, inducida por 48 horas de privacion de IL-2, es un
fenémeno poco variable en individuos sanos y pacientes con LEG (la desviacion estandard fue

a las poca varlabllldad en cada grupo, hemos calculado que una muestra de 25 pacientes y 25
controles nos permitiran realizar el estudio, asumlendo un error alfa de 0.05 y un poder de 0.90.

Los pacnentes seran reclutados de la consulta externa de reumatologia y de los servicios de
hospitalizacion del INCMNSZ. i.os pacnentes que elijan participar firmaran un consentimiento
informado. Como controles sanos se consideraran individuos de la misma edad (+ 5 afios) y
sexo que los pacientes. Se invitard a participar como controles a familiares de los
pacientes. Los individuos que participen como controles también firmaran
consentimiento informado. :

i

8. Metodologia: Criterios de seleccion

Pacientes: Pacientes con LEG, AR, o sindrome dé Siégren primario que cumplan con los criterios de
clasificacién del Colegio Americano de Reumatologia (ACR) serdn reclutddos en forma consecutiva. Se
incluird a todos los pacientes sin importar su tratamiento. Se incluird a’‘pacientes con enfermedad activa:
e inactiva, sin importar el tipo de manifestaciones clinicas que tengan o hayan tenido.

Controles: Personas sanas, pareadas por sexo y edad (+ 5 afios) serdn reclutadas como controles.

Todos los pacientes y controles serdn adultos y firmardn formas de consentimiento informado, y estardn
libres.de infecciones actuales. ‘

9. Metodologia: Desenlaces y variables

Objetivos especificos 1y 2.

Apoptosis. Se cuantificara el porcentaje de células apoptotlcas en cultivos de células T por medio
de citometria de flujo. Se consideraran apoptéticas a las células que unen Anexina V sin ser
permeables a ioduro de propidio,

Induccion de B55beta. Se medira por medio de PCR cuantitativo. Se compararan los niveles
antes y después de someter a las télulas a privacion de IL-2. Los niveles de GAPDH se usaran
como control.

Objetivo especifico 3.




Apoptosis e induccién de B55beta. Se mediran de la misma manera que en células humanas.

Proteinuria. Se cuantificara albtimina por medio de ELISA en muestras de orina. Se normalizara
el resultado contra la creatmma urinaria.

Anticuerpos antinucleares. Se medlran por medlo de mmunofluoresoencna indirecta en Celulas
HEp-2.

Fenotlplﬂcacmn de células Ty dendriticas. Se medlra la expresion de diversas moleculas por
medio de citometria de flujo. Los resultados se expresaran como porcentaje de células positivas.
10. Riesgos y beneficios del estudlo

BENEFICIO DIRECTO:

&

Ninguno

BENEFICIOS INDIRECTOS: o *

5 ‘
Todo lo que deriva de entender mejor la enfermedad de un paciente: mejores modelos conceptuales, mejor disefio
de terapias, identificacién de biomarcadores y blancos terapéuticos, etc.

RIESGOS:

MOLESTIAS GENERADAS : Aquellas derivadas de la venopuncion
COMPLICACIONES DE PROCEDIMIENTO : Equimosis en el sitio de venopuncion
EFECTOS ADVERSOS : No aplica
EFECTOS PSICOLOGICOS : Ninguno *#
METODOS DE SEGURIDAD : No aplica
PROCEDIMIENTOS : No aplica

OTRO TIPO DE RIESGO : No aplica

net

11. Costos

COSTOSTOTALES DE LA

INVESTIGACION .

Animales $ 0.00 *
‘Equipos ‘ $0.00
Estudios $ 0.00
Materiales . $ 0.00
él’ersonal ' $0.00.
éPublicaciones $ 0.00 ~ -
Suscripciones $0.00
Varios $0.00
Vlatlcos $ 0. 00
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