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Resumen

Las mutaciones bi-alélicas en LRBA (del inglés, Lipopolysaccharide-
responsive and beige-like anchor protein) conllevan a una
inmunodeficiencia primaria con caracteristicas clinicas que abarcan
desde hipogamaglubulinemia y sindrome linfoproliferativo hasta una
enfermedad inflamatoria intestinal y manifestaciones autoinmunes
heterogéneas. Se ha demostrado que la deficiencia de LRBA afecta
el trifico vesicular, la autofagia y la apoptosis pudiendo generar
alteraciones en la regulacion de varios procesos importantes para la
inmunidad. En esta revision discutiremos la relacién de LRBA con
el sistema endovesicular en el contexto del trafico de receptores,
la autofagia y la apoptosis. Estos mecanismos de homeostasis son
inherentes a todas las células y no estan limitados a las células del
sistema inmune, estdn involucrados en procesos fisiologicos y
patoldgicos, como la embriogénesis o la transformacién tumoral.
El entendimiento de la funcién de LRBA permitird avanzar en la
identificacion de los posibles blancos farmacoldgicos para manipular

estos procesos.
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Abstract

Bi-allelic mutations in LRBA (from Lipopolysaccharide-responsive
and beige-like anchor protein) result in a primary immunodeficiency
with clinical features ranging from hypogammaglobulinemia and
lymphoproliferative syndrome to inflammatory bowel disease and
heterogeneous autoimmune manifestations. LRBA deficiency has been
shown to affect vesicular trafficking, autophagy and apoptosis, which
may lead to alterations of several molecules and processes that play key
roles for immunity.

In this review, we will discuss the relationship of LRBA with the
endovesicular system in the context of receptor trafficking, autophagy
and apoptosis. Since these mechanisms of homeostasis are inherent to all
living cells and not only limited to the immune system and also, because
they are involved in physiological as well as pathological processes such
as embryogenesis or tumoral transformation, we envisage advancing
in the identification of potential pharmacological agents to manipulate
these processes.


http://dx.doi.org/10.25100/cm.v49i3.2056

Introduccion

Se han reportado mas de 400 genes que afectan cuantitativa y/o
cualitativamente y de manera sintomadtica el sistema inmune'.
Entre estos se encuentra LRBA (del inglés, Lipopolysaccharide-
responsive and beige-like anchor protein); las mutaciones
homocigotas o heterocigotas compuestas en este gen, causan
pérdida de la expresion de la proteina LRBA, lo que se asocia a
un amplio espectro de manifestaciones clinicas e inmunoldgicas'.
El primer reporte sobre la deficiencia de LRBA fue realizado, en
cinco pacientes procedentes de cuatro familias consanguineas
con hipogamaglobulinemia, con manifestaciones autoinmunes e
infecciones recurrentes®. Posteriormente se han publicado varios
reportes de individuos con deficiencia de la proteina LRBA los
cuales presentaron un espectro mas amplio de manifestaciones
clinicas que incluyeron: una mayor susceptibilidad a las
infecciones, poliautoinmunidad, linfoproliferacién y gastropatia,
todo ello asociado o no a hipogamaglobulinemia®* . También se
report6 un individuo asintomaético®.

Con relacién a los hallazgos inmunoldgicos, se observd que los
linfocitos T de pacientes con deficiencia de LRBA presentaron un
aumento en la apoptosis inducida por inanicion o estaurosporina
(un potente inhibidor de las proteinas-cinasas y activador de las
caspasas) y controversialmente, una disminucién en la apoptosis
inducida por Fas’. Ademds, se determind en estas células una
disminucién en la expresiéon de CTLA-4 (del inglés Cytotoxic
T-Lymphocyte Antigen 4), tanto en la membrana como a nivel
intracelular®. En los linfocitos B provenientes de pacientes se
observé una disminucién en la produccién de anticuerpos in
vitro, un incremento en la apoptosis y un defecto en la autofagia
tras la inanicién®. En conjunto, estos estudios sugieren que LRBA
es importante para la respuesta humoral, la regulaciéon inmune
y la defensa contra las infecciones, tanto de microorganismos
extracelulares como intracelulares, influenciando la supervivencia
y la homeostasis de los linfocitos T y B.

LRBA: caracteristicas generales

LRBA esta localizado en el cromosoma 4q31.3, posee un tamafo
de 750,839 pb y esta organizado en 58 exones. La proteina posee
2,863 aminoacidos con un peso aproximado de 319 KDa (Fig.
1). En el ratdn, se detectaron tres diferentes transcriptos de 1344,
836 y 787 pb que se expresan diferencialmente en los tejidos’.
Adicionalmente, la expresion del ARN mensajero (ARNm)
de LRBA se incrementd entre dos y cuatro veces luego de la
estimulacién con lipopolisacarido (LPS) en lineas celulares®.

Esta proteina posee diferentes dominios, entre ellos el mads
caracterizado es el dominio BEACH (Del inglés, beige and Chediak-
Higashi). Este dominio, de aproximadamente 280 aminoacidos,
se conserva en varias proteinas agrupadas como familia BDCP

(Del inglés, BEACH domain containing proteins)'®, en las cuales se
localiza generalmente hacia el extremo C-terminal'>'2. La funcién
de este dominio es desconocida y su secuencia no presenta
homologia con ninguna proteina en la base de datos del proteoma
humano'-'?. Ademas del dominio BEACH, las BDCP comparten
los dominios ConA-like (del inglés, concanavalin A-like), PH (del
inglés, Pleckstrin homology) y WD40 (repeticiones de triptofano
y acido aspdrtico. Por su parte, el dominio DUF1088 (del inglés,
domain of unknown function 1088) es compartido solo por
LRBA vy su pardlogo Neurobeachin, lo cual podria indicar una
funciodn especifica de estas dos proteinas no compartida por otros
miembros de las BDCP.

Ademas de estos dominios, LRBA parece contener un dominio
VHS (del inglés, VPS (vacuolar protein sorting)-27, Hrs (hepatocyte
growth factor-regulated tyrosine kinase sustrate) STAM (signal
transducing adaptor molecule)®. Las posibles funciones de estos
dominios se explican en la Tabla 1.

Con respecto a la expresion especifica de tejido, se han observado
transcriptos de esta proteina principalmente en células de médula
6sea, nddulo linfatico, bazo, higado fetal, placenta, rifién y pancreas
por medio de RT-PCR (del inglés, Reverse transcription polymerase
chain reaction) y qPCR (del inglés, quantitative polymerase chain
reaction)’. De manera interesante, la expresion de esta proteina
no se limita a tejidos del sistema inmune, e incluso su expresion
se ve considerablemente aumentada en tejidos provenientes de
varios tipos de cancer'. Estos hallazgos sugieren que la funcién
de LRBA estd mds relacionada con mecanismos celulares basicos
de crecimiento, desarrollo y supervivencia. A nivel subcelular,
utilizando una sonda dirigida contra el dominio BEACH de
LRBA, se observo esta proteina en el citosol, aparato de Golgi
y algunos lisosomas en la linea celular de macréfagos murinos
RAW?267.4 estimulados con LPS®. Ademas, con la utilizaciéon del
microscopio electrénico, se observé que LRBA se localizd en el
reticulo endoplasmico, la membrana plasmatica y las vesiculas de
endocitosis asociadas a clatrina en estas mismas células’.

Funcién del LRBA

LRBA participa en el trafico vesicular y reciclaje de receptores.

CTLA-4 (Del inglés Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4) es
un receptor proteico situado en la membrana celular de los
linfocitos T activados. Su funcién es regular la homeostasis y la
tolerancia inmunolégica periférica inhibiendo la activacién de
los linfocitos T, por competicién con la molécula coestimuladora
CD28, mediante la unién a los ligandos CD80 y CD86, los
cuales se expresan en la superficie de las células presentadoras
de antigeno. Mientras que CD28 reside principalmente
en la superficie celular, CTLA-4 se localiza primero en los
compartimentos intracelulares como el aparato de Golgi, los
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Figura 1. Representacion esquematica del LRBA y la proteina que codifica. El LRBA humano contiene 750,839 pb organizado en 58
exones. Su ubicacion citogenética es 4q31.3. La proteina humana LRBA tiene 2,863 aminodacidos compuestos de multiples dominios.
El peso molecular predicho es de 319 kD.
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Tabla 1. Caracteristicas generales de los dominios de la protein LRBA

Dominio Caracteristicas Referencia

BEACH Esta presente en proteinas implicadas en el trafico de vesiculas, dinAmica de membranas y sefializacién de 1213
receptores. !
Interactta con fosfatidil-inositol dentro de membranas biolégicas, proteinas G hetero-triméricas y proteina

PH quinasa C. Esto permite el direccionamiento apropiado de proteinas a diferentes compartimentos celulares o 54
la activacién de vias de transduccion de sefiales.

WD40 Implicado en transduccién de sefiales, control del ciclo celular y la apoptosis. Sitio para la interacciéon 55
transitoria proteina-proteina o para el ensamblaje de complejos proteicos.

ConA-like Participa en el trafico y distribucién de proteinas por vias secretoras. 56

DUF1088 La funcién de este dominio es desconocida. Sin embargo, una secuencia de penta-arginina localizada en el 57
dominio DUF1088 de Neurobeachin fue identificada como una sefal potencial de localizacién nuclear.
Encontrado en la porcién N terminal de proteinas asociadas con endocitosis y/o trafico vesicular. Posiblemente

VHS funciona como un dominio adaptador que ayuda a localizar las proteinas en la membrana celular o en 13

membranas de la maquinaria endocitica.

endosomas, los granulos secretores y las vesiculas lisosomales.
La estimulacién del TCR (del inglés, T cell receptor) promueve el
trafico de CTLA-4 desde los compartimentos vesiculares hacia la
membrana celular, sin embargo, en la membrana, este receptor
es continuamente endocitado dentro de las vesiculas cubiertas
de clatrina. Una vez endocitadas, algunas moléculas de CTLA-
4 son recicladas a la membrana celular, mientras que otras son
rdpidamente degradadas en los compartimentos lisosomales'®"”.
CTLA-4 contiene una pequefia cola citoplasmatica con dos
motivos de tirosina en la posicion Y, VKM y Y, FIP. Diversas
proteinas intracelulares se unen al motivo Y, VKM, incluyendo
AP-1y AP-2 (del inglés clathrin-associated adaptor). AP-2 media
la internalizacion de CTLA-4 desde la superficie celular a los
endosomas y los compartimentos lisosomales, mientras que AP-1
regula en el trafico de CTLA-4 desde el aparato de Golgi a los
compartimentos endosomales y lisosomas para su degradacion'.
En un estudio reciente, se demostr6 que la proteina LRBA es
necesaria para el trafico vesicular de CTLA-4 hacia la membrana
plasmatica®. Cuando CTLA-4 es requerida en la membrana, LRBA
regula el reciclaje de CTLA-4 desde los endosomas a la membrana
celular ayudando a mantener los niveles intracelulares de CTLA-4
para su inmediata movilizacién a la membrana. De esta manera,
una deficiencia de LRBA favorece una rapida degradacién de
CTLA-4 en los compartimentos lisosomales, con su consecuente
disminucién tanto intracelular como extracelularmente®. Este
trabajo también demostré6 que LRBA interactia por medio
del dominio ConA-like y el dominio PH-BEACH con la cola
citoplasmatica de CTLA-4, especificamente con el motivo
Y,,,VKM. Finalmente, el silenciamiento de AP-1, pero no AP-2
puede rescatar parcialmente la pérdida CTLA-4 en las células
deficientes de LRBA. Estos resultados sugieren que LRBA bloquea
el trafico de CTLA-4 a los lisosomas, compitiendo con AP-1
por la unién a este motivo®. Hallazgos recientes indicaron que
los linfocitos CD4+ Foxp3+ provenientes de células del bazo de
ratones deficientes para LRBA también exhiben una disminucion
intracelular de CTLA-4%.

Otro estudio que ilustré el papel de LRBA en el trafico vesicular
fue realizado con el receptor del factor de crecimiento epidermal
(EGFR, del inglés, epidermal growth factor receptor). Mutantes
dominantes negativas para LRBA disminuyeron la expresién y
fosforilaciéon de EGFR™. El EGFR es un receptor tirosina kinasa el
cual se expresa en una gran variedad de tejidos, interactuando no
solo con el EGF sino también con TGF-a (Del inglés, Transforming
growth factor-a), y otros ligandos. Esto induce la dimerizacién y
trans-auto-fosforilacion del receptor, reclutando proteinas que
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activan las vias de sefializacion necesarias para la proliferacién, la
diferenciacion, el crecimiento, la migracién e la inhibicién de la
apoptosis®. En los linfocitos, al igual que CTLA-4, su expresion
en la superficie celular es regulada por la endocitosis mediada por
clatrina, lo cual conduce ya sea a su degradacién por via lisosomal
o a su reciclaje a la superficie celular®?. Defectos en el trafico
vesicular de este receptor resultan en una localizaciéon aberrante,
lo cual potencia la sefializacién permitiendo el desarrollo de
cancer”. Aunque no se conoce si LRBA y EGFR interactuan
fisicamente, se ha comprobado que AP-2 facilita la endocitosis y
el trafico de EGFR por la via endocitica’.

Finalmente, en pacientes deficientes de LRBA se demostr6 una
disminucién en la apoptosis mediada por el receptor de muerte
Fas, cuando se compar6 con los individuos sanos®. El receptor Fas
promueve la apoptosis por la via extrinseca, después de la unién
al ligando de Fas (FasL). Posterior a la unién Fas/FasL, se da un
proceso de internalizacién del receptor, similar a lo que ocurre con
EGEFR, el cual es crucial para desencadenar la apoptosis®. Hasta
la fecha, se desconoce si existen alteraciones en la cantidad de
receptores Fas en la membrana celular en pacientes con deficiencia
en LRBA, pero el incremento de FasL en suero en dichos pacientes
podria sugerir que posiblemente la deficiencia de LRBA tenga
un efecto en el receptor Fas similar al de CTLA-4, regulando su
trafico ya sea hacia la membrana celular o lisosomas®.

Estas evidencias nos llevan también a preguntarnos si LRBA
estarfa implicado en el trafico vesicular de otros receptores en
linfocitos?. En ratones deficientes para LRBA se ha reportaron
defectos en la fosforilacion de ERK1/2 (del inglés, extracellular
signal-regulated kinases) y AKT en células NK (del inglés, natural
killer) estimuladas con anticuerpos anti-NKG2D o anti-NKp46,
con una disminucién significativa en la produccién de IFN-
gamma después de estos estimulos®. Aunque en este estudio no
se determinaron los niveles de expresion de estos receptores en los
ratones deficientes de LRBA, existen algunas evidencias que indican
que la exposicién a sus ligandos especificos, induce la degradacién
de NKG2D y DAP10, la molécula adaptadora intracelular de este
receptor en los lisosomas”. Esta regulacién parece ser mediada
por clatrina®. No se conoce si LRBA estd involucrado en el trafico
intracelular de estos receptores en células NK. De la misma manera,
considerando que la deficiencia de LRBA conlleva a defectos en las
respuestas de anticuerpos, es importante considerar también, si
esta molécula regula la expresién y funcién de otros receptores
cuya expresion es modulada por compartimentos vesiculares,
procesos determinantes para la activacion del linfocito B.
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A pesar de los estudios sobre la modulacion de algunos receptores
celulares mediada por LRBA, es poco lo que se conoce sobre las
vias de trafico intracelular utilizadas por esta molécula para realizar
dicha funcién. Se ha descrito que dicho transporte se realiza
mediante el reclutamiento de proteinas en vesiculas recubiertas
por clatrina, en el cual el receptor es removido a endosomas
tempranos y posteriormente degradado por enzimas lisosomales
o reciclado a la superficie celular®. AP-1 se considera necesario
para este transporte. La localizacién de AP-1 en el aparato de Golgi
y en endosomas, depende de su unién directa a Arf (del inglés:
ADP-ribosylation factor)-1 y especificamente en endosomas de
reciclaje, a Arf-6, entre otros complejos proteicos®. Como ya se
menciono, LRBA inhibe la degradacién de CTLA-4 en lisosomas
por competiciéon con AP-1, demostrando ser necesario para la
movilizacién a estos compartimientos®. Sin embargo, la relacién
de LRBA con toda la via endosomal no es clara. El reciclaje de
receptores depende ademads de los compartimientos vesiculares,
de proteinas involucradas incluidas las Arf, de enzimas como la
fosfolipasa D y de las proteinas Rab. De manera interesante, un
estudio realizado en Drosophila, sugiere una posible interaccién
funcional entre bchs (del inglés blue cheese), un miembro de la
familia BEACH, y Rab11°2. Estos hallazgos sugieren que, asi como
Rabl11, Bchs podria ser un regulador del trafico de las vesiculas.

Por lo tanto, son necesarios estudios que cuantifiquen la expresion
de los receptores mencionados en células deficientes de LRBA
(silenciadas o provenientes de pacientes). También seria util el
uso de técnicas avanzadas de microscopia, con lo cual se pudiera
demostrar lalocalizaciéon de LRBA en otras organelas involucradas
enestetipodetrafico. Ademas, estudios de co-inmunoprecipitacion
entre LRBA vy las proteinas de tréafico vesicular, el uso de drogas
que bloqueen este trafico o la implementacion de dominantes
negativos de ARFs, fosfolipasa D o las Rab, podrian ampliar
nuestro conocimiento sobre la interacciéon de LRBA con otras
moléculas de trafico vesicular y asi determinar su relacién con
la expresiéon en membrana de receptores como EGFR, Fas o los
receptores activadores de las células NK, linfocitos B u otros en
células inmunes.

LRBA es una molécula implicada en autofagia

La autofagia es un mecanismo de degradacion lisosomal por el cual
la célula destruye organelas dafiadas y microorganismos y ayuda
a reciclar macromoléculas. En este proceso se forma una doble
membrana de aislamiento o fagéforo cerca al blanco, que luego se
elonga, rodeandolo, para posteriormente madurar con laasimilacion
de una carga citosolica formando el autofagosoma. Para que la
maduracion sea efectiva, el autofagosoma se debe fusionar con los
endosomas tempranos o tardios formando una estructura llamada
anfisoma®-**. Por ultimo, el autofagosoma maduro se fusiona con
el lisosoma para permitir la degradacién de su contenido por las
proteasas lisosomicas y enzimas hidroliticas™.

Cuando estudiamos los genes homélogos de LRBA, encontramos
que varios de ellos estan implicados en la autofagia. WDFY3 (del
inglés - WD and FYVE zinc finger domain containing protein
3), codifica una proteina que colocaliza con marcadores de
autofagosomas®?’. Ademas, su dominio PH-BEACH interacciona
con la proteina p62*. P62 es una proteina localizada en los sitios
de formacién de los autofagosomas y se asocia tanto con LC3 (Del
inglés, microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3) como
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con proteinas ubiquitinadas*****. LC3 es una proteina citosélica
que cuando se conjuga con una fosfatidiletanolamina es reclutada
ala membrana del autofagosoma favoreciendo el flujo autofagico®.
Por otro lado, defectos en el gen ortélogo de LYST, mauve (mv) en
Drosophila, afecta la funcién de autofagosomas®.

En células B inmortalizadas provenientes de pacientes con
deficiencia de LRBA se observo una reduccion significativa en el
proceso de autofagia en respuesta a la inanicién, ademas hubo un
incremento en el drea del aparato de Golgi, una acumulacién de
los autofagosomas y la presencia de centriolos, al compararse con
las células provenientes de un individuo sano % Estos resultados
sugieren que el flujo de la autofagia estd deteriorado en la
deficiencia de LRBA, un hallazgo que fue demostrado por una
fusion deficiente del autofagosoma a los lisosomas en linfocitos
B inmortalizados de pacientes deficientes de LRBA, sometidos a
inanicién?. Sin embargo, ;cudl son las posibles funciones de LRBA
en los procesos de autofagia? Considerando que tanto el trafico
de receptores de superficie celular como la autofagia necesitan
de vesiculas endociticas, y que LRBA posiblemente se encuentra
ubicado en estas vesiculas, una posible hipdtesis es que LRBA
facilite la fusién entre el autofagosoma y el endosoma tardio y, por
consiguiente, la formacion del anfisoma. Uno de los marcadores
de los endosomas tardios es Rab7 y se ha demostrado en células
CHO transfectadas con la mutante dominante negativa de Rab7,
T22N, que esta molécula se requiere para la formacién de los
anfisomas®. Otra hipdtesis que se podria considerar es que, de la
misma manera que con el trafico vesicular de CTLA-4, también
en el contexto de autofagia en linfocitos, LRBA compita con
proteinas adaptadoras de clatrina, regulando este proceso. Esto ya
que se ha observado, que moléculas como clatrina y sus proteinas
adaptadoras son también importantes para el flujo autofagico
4142 Por otra parte, herramientas in silico han predicho que LRBA
interactiia con LC3".

En un intento por asociar los defectos en la autofagia con
las caracteristicas clinicas encontradas en los individuos con
deficiencia de LRBA, es importante tener en cuenta que una de
las manifestaciones clinicas mas comunes entre estos individuos
es la gastropatia, en muchos casos expresada como Enfermedad
Inflamatoria Intestinal (EII) o enfermedad similar a EII, una
condicién que se caracteriza por una inflamacién recurrente
destructiva en el tracto intestinal®>. Un incremento en la
produccion de IL-1p en la mucosa intersticial se ha involucrado
con la inflamacién descontrolada en esta enfermedad®. Los
macréfagos derivados de ratones deficientes para ATGI6LI
(del inglés, autophagy-related 16-like 1), los cuales presentan
un defecto en la autofagia, muestran una elevada produccién
de IL-1p después de la estimulacién con LPS*. De la misma
manera, el polimorfismo rs2241880 en ATGI6LI increment6
la produccién de IL-1B en células mononucleares de sangre
periférica aisladas de pacientes con EII*. La autofagia puede
regular la producciéon de IL-1p mediante dos vias: en ausencia de
autofagia, las mitocondrias defectuosas se acumulan generando
un incremento de ROS (del inglés, reactive oxygen species) y
liberando ADN mitocondrial al citoplasma, eventos que activan
el inflamosoma, aumentando la produccion de IL-13**". Por otra
parte, la degradacion de la pro-IL-1B mediada por los procesos
de autofagia limita el sustrato disponible para el inflamasoma,
regulando de esta manera la activacion de la IL-1p**. Por lo
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tanto, las alteraciones en la autofagia limitarian este mecanismo,
aumentando los niveles de IL-1f e induciendo inflamacién. No
se conoce si las manifestaciones intestinales en los pacientes con
deficiencia en LRBA estan mediadas por una excesiva actividad
del inflamosoma y la exagerada produccién de IL-1p.

Se requieren estudios de microscopia con células deficientes de
LRBA que estudien la distribucién intracelular de moléculas como
Rab7 y LC3 tras el flujo autofagico. Seria interesante también
investigar si LRBA interactiia fisicamente con alguna de las
moléculas Rab involucradas en los diferentes tipos de autofagia,
por medio de ensayos de co-inmunoprecipitacién. El papel de
LRBA enlaactividad del inflamosoma pudiera abordarse mediante
la medicién de la produccién de IL-1p en células fagociticas o del
epitelio intestinal deficientes de LRBA o determinando la actividad
del auto-inflamosoma activo por medio de redistribuciéon de ASC
(del inglés, apoptosis-associated speck-like protein containing a
caspase-recruitment domain), la cual es una proteina que recluta
las caspasas necesarias en para la activacion del inflamosoma.

LRBA participa en la apoptosis

En linfocitos B inmortalizados sometidos a inanicién
provenientes de pacientes deficientes de LRBA, se observo un
incremento significativo de la apoptosis’. Adicionalmente, en
células HeLa silenciadas para LRBA expuestas a luz ultravioleta
0 estaurosporina, se observé un mayor clivaje de PARP (por sus
siglas en inglés, Poly (ADP-ribose) polymerase) y de la caspasa
3, eventos necesarios para iniciar la cascada de sefializacién que
finalmente lleva a la apoptosis'.

Laapoptosis es un tipo de muerte celular programada por la misma
célula con el fin de controlar su desarrollo y crecimiento. Por
mucho tiempo se ha considerado a las caspasas como las proteasas
involucradas en la ejecucién del programa de apoptosis, y hoy en
dia se conoce que la desestabilizacion parcial de la membrana
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lisosomal, con la consecuente liberacién de enzimas hidroliticas,
puede iniciar y ejecutar el programa de apoptosis, activando las
caspasas®®!. En los centros germinales provenientes de amigdalas
se observd que la desestabilizacion lisosomal en linfocitos B
contribuye a la apoptosis®. La induccién del dafo lisosomal en
estos linfocitos B resulté en el clivaje de la caspasa 8 y también del
ADN, debido a la actividad incrementada de la catepsina B en el
citoplasma. De manera interesante, se ha observado que p53 induce
desestabilizacion lisosomal™ y el promotor de LRBA es regulado
negativamente por p53'. P53 es un gen supresor de tumores
que codifica un factor de transcripcién nuclear cuya expresion
se incrementa en respuesta al dafio, deteniendo el ciclo celular y
facilitando la reparacion del ADN o induciendo apoptosis®. Se
podria plantear la hipdtesis que en ausencia de LRBA, p53 induce
desestabilizacién lisosomal y como consecuencia la apoptosis
en linfocitos. Sin embargo, hasta el momento no se conoce el
mecanismo por el cual p53 induce la desestabilizacion lisosomal
ni como LRBA protege las células de la apoptosis.

No obstante, parece existir una conexion entre los mecanismos
de autofagia y la apoptosis. Aunque la diafonia entre los procesos
de autofagia y la apoptosis es compleja también es critica para el
destino celular. Bajo ciertas condiciones celulares, la autofagia
puede promover la supervivencia celular y evitar la apoptosis®.
Por ejemplo, el aumento de la autofagia en células privadas de
nutrientes o factores de crecimiento permite la supervivencia
celular al inhibir la apoptosis. Un mecanismo sugerido por el cual
la autofagia inhibe la apoptosis, es el secuestro de las mitocondrias
dafiadas por el autofagosoma, evitando asi que el citocromo
¢ mitocondrial liberado sea capaz de formar un apoptosoma
funcional en el citoplasma®. Sin embargo, en otras condiciones,
la autofagia puede culminar en la muerte celular, de manera
dependiente o independiente de la apoptosis™. Adicionalmente,
son varias las proteinas que comparten un papel dual tanto en
la apoptosis como en la autofagia®™. Estas proteinas autofagicas
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Figura 2. LRBA en la regulacion del trafico vesicular. CTLA-4 es un receptor situado en la membrana de los linfocitos T activados.

Este receptor es internalizado en vesiculas recubiertas de clatrina mediante su interacciéon con AP2. LRBA regula el reciclaje de

CTLA-4 desde los endosomas a la membrana celular, impidiendo su degradacion en los compartimentos lisosomales. Los procesos

de autofagia también necesitan de las vesiculas endociticas. LRBA se encuentra ubicado en estas vesiculas y podria interaccionar
con moléculas atn no identificadas para facilitar la fusién entre el autofagosoma y el endosoma tardio.
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regulan positivamente o negativamente la apoptosis mitocondrial
directa o indirectamente a través del clivaje de proteasas®. En el
contexto de las células deficientes de LRBA, se ha demostrado una
autofagia defectuosa con un aumento en la apoptosis. No se conoce
si una alteracién en la depuracion de las mitocondrias danadas o
un exagerado clivaje de las proteasas son los responsables de este
fenotipo celular.

Por lo tanto, es necesario evaluar la cantidad y la integridad de los
lisosomas en las células inmunes deficientes de LRBA. Ademds, se
pudiera estimar la cinética de desestabilizacion lisosomal en relaciéon
con la cinética de otros parametros apoptdticos como, inestabilidad
mitocondrial, activacion de caspasa-3 y escision de ADN.

Conclusion

En la ultima década se ha generado una gran cantidad de nueva
informacién sobre la asociacién de LRBA con el sistema inmune,
su localizacién celular y su funcién. Esto ha impulsado nuestra
comprension de su papel en los procesos como el trafico vesicular,
la autofagia y la apoptosis. Sin embargo, muchas preguntas quedan
por responder. Primero, ;Estd LRBA localizado en el sistema de
endomembranas? ;Forma LRBA complejos proteicos con otras
proteinas como las Rab o las Arf? ;modula LRBA el tréfico de
receptores como Fas, NKG2D o NKp46? Hay evidencia de que
LRBA evitala degradacion de CTLA-4 por competicion de AP-1 en
linfocitos T reguladores humanos, una proteina que interactiia con
Arfl y Arf6. Ademas, el gen ortélogo Bchs en Drosophila modela
el trafico dependiente de Rab11. Esto plantea la posibilidad de que
LRBA module varios receptores inmunes mediante el trafico de
vesiculas y, por lo tanto, sea determinante en el desarrollo normal
de la respuesta inmune.

En segundo lugar, aunque se ha determinado que los defectos en
LRBA conlleva a una autofagia deficiente, ;cudles son las funciones
de esta proteina en estos procesos?, ;Cudl es su localizaciéon en
autofagosoma, anfisomas, autofagolisomas?, jinteractua LRBA
fisicamente con moléculas implicadas en la autofagia como
LC3, ATG o Rab7?, Al estudiar el trafico vesicular y la autofagia
encontramos una conexién medida por Rab7, el cual se necesita
para la fusion entre los endosomas tardios y el autofagolisosoma,
por lo que es posible pensar que LRBA puede ser requerido parala
fusion entre estas dos organelas.

En tercer lugar, ;puede la deficiencia de LRBA afectar la estabilidad
lisosomal y de este modo desencadenar la apoptosis? Se sabe
de la interaccién de LRBA con estas vesiculas, sin embargo, los
mecanismos que subyacen a su funcién en este contexto, aun no
se han dilucidado por completo.

Finalmente, la asociacién entre el trafico endosomal, la autofagia,
la apoptosis y la proteina LRBA atn no se han abordado. Sin
embargo, con base a lo expuesto en esta revisién nosotros
proponemos un modelo de LRBA en el trafico de CTLA-4 (Fig. 2).
Una comprension completa de la funcién LRBA también requiere
una diseccién detallada de su estructura. Es necesario caracterizar
la funcién de sus dominios en la interaccion con otras proteinas y
en general, en la homeostasis celular.
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Se espera que las nuevas tecnologias de microscopia avanzada, de
edicién genética como CRISPR/Cas9 o la genémica, y los nuevos
conceptos como transcriptoma, proteoma, metaboloma, epigenoma,
ayuden a resolver muchas de estas preguntas para delucidar el papel
de esta proteina y plantear estrategias para su regulacion.
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