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RESUMEN 

Los linfocitos B reguladores (Bregs) se caracterizan por la producción de interleuquina 10 (IL-

10), una de las principales moléculas inmunosupresoras, capaz de atenuar o prevenir 

enfermedades autoinmunes gracias a la disminución de la respuesta inflamatoria y la 

inhibición de células T efectoras. Para la secreción de IL-10 por Bregs humanas son necesarias 

señales de activación del receptor tipo Toll 9 (TLR9), del receptor de antígenos del linfocito B 

(BCR) o del receptor CD40. Estudios en ratones han demostrado que estas señales son 

inhibidas por receptores para ácido siálico, Siglecs, entre los que se encuentran Siglec 2/CD22 

y Siglec 10/Siglec G. De acuerdo a estos antecedentes hemos generado la siguiente hipótesis: 

La  expresión y secreción de IL-10 por linfocitos B humanos es atenuada por la 

activación de los receptores Siglec 2 y Siglec 10.  Para responder la hipótesis se propuso una 

metodología mediante la cual caracterizamos mediante citometría de flujo (FACS) la 

expresión de estos receptores en poblaciones de linfocitos B humanos en reposo y activados 

mediante ligandos de TLR9, BCR y CD40. Además, mediante ELISA y FACS, evaluamos la 

secreción y expresión de IL-10, respectivamente, por linfocitos B activados con ligandos de 

TLR9, BCR y CD40, en presencia y ausencia de fracciones Fc de IgG humana, un agonista de 

los receptores Siglec 2 y Siglec 10. Finalmente, caracterizamos el rol de cada uno de estos 

Siglecs en la inhibición de la expresión y secreción de IL-10 por células B mediada por 

fracciones Fc de IgG humana, mediante el uso de un anticuerpo bloqueante para Siglec 10 y 

de un receptor Siglec 2 soluble recombinante. Nuestros resultados apuntan a que Siglec 2 y 

Siglec 10 se expresan en subpoblaciones de linfocitos B humanos de memoria, vírgenes y 

transicionales, tanto en reposo como tras ser activados a través de sus receptores TLR9, BCR 

y CD40. Además, se mostró que el fragmento cristalizable de IgG humana disminuye la 

secreción y expresión de IL-10 en linfocitos B humanos activados vía TLR9, BCR y CD40. 
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Finalmente esta disminución en la secreción y expresión de IL-10 es mediada por Siglec 2 y 

Siglec 10, principalmente en lo que respecta a la estimulación vía CD40. En conclusión, se 

pudo comprobar que la señalización a través de Siglec 2 y Siglec 10 disminuye la secreción y 

expresión de IL-10 en linfocitos B reguladores, lo que pudiera interferir con su función 

supresora de la respuesta inmune.  
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INTRODUCCIÓN 

Los linfocitos B son considerados como células efectoras de la respuesta inmune, ya 

que son las células encargadas de la producción de anticuerpos, pero además entre sus 

funciones se cuenta la ayuda que prestan a la activación de células T CD4+ a través de la 

presentación de antígenos, la coestimulación y la secreción de citoquinas. Por otro lado, se ha 

descrito que juegan un rol central en la patogénesis de algunas enfermedades autoinmunes a 

través de la secreción de autoanticuerpos, los que promueven inflamación tisular con la 

consecutiva destrucción del tejido. Actualmente se utilizan algunas terapias que apuntan a la 

eliminación de este tipo celular para el tratamiento de enfermedades autoinmunes, 

destacándose el anticuerpo monoclonal anti-CD20, Rituximab. Este anticuerpo destruye la 

mayoría de las poblaciones de linfocitos B, exceptuando las células plasmáticas (Gürcana et 

al., 2009). 

Existen diferentes poblaciones de linfocitos B, entre las que se encuentran los 

linfocitos B inmaduros, linfocitos B transicionales (células en etapas finales de maduración y 

en tránsito a órganos linfoides secundarios), linfocitos B vírgenes, linfocitos B de memoria, 

plasmablastos (precursores de las células plasmáticas secretoras de anticuerpos) y células 

plasmáticas (Carsetti et al., 2004; Sims et al., 2005). Dentro de la población transicional 

humana, caracterizada por una alta expresión de CD24 y CD38 (CD24hi CD38hi), hay un 

grupo de células que se ha identificado bajo el nombre de linfocitos B reguladores o Bregs, 

que corresponden a aquellas células capaces de producir IL-10 e inducir células T reguladoras 

(Tregs), inhibiendo la polarización de células T vírgenes a células T efectoras del tipo T helper 

1 (Th1) y Th17, junto con inhibir la producción de citoquinas pro-inflamatorias por células 

mieloides (Bouaziz et al., 2010; Blair et al., 2010; Iwata et al., 2011).  
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IL-10, una citoquina pleiotrópica 

 La IL-10 fue descrita en el año 1989 por Mosmann y cols., siendo originalmente 

llamada Factor Inhibidor de la Síntesis de Citoquinas (CSIF) (Fiorentino et al., 1989). 

Actualmente, se sabe que IL-10 es secretada por una multiplicidad de distintos tipos celulares, 

incluyendo ciertas poblaciones de células T, monocitos, macrófagos, células dendríticas 

(DCs), células B, células NK, mastocitos, neutrófilos y eosinófilos (Sabat et al., 2010). El 

receptor de IL-10 está compuesto por dos cadenas, IL-10R1 e IL-10R2, las que en conjunto se 

expresan principalmente en leucocitos y ocasionalmente en otros tipos celulares y tejidos, lo 

que da cuenta de la gran diversidad de efectos que manifiesta esta citoquina (Kotenko, 2002). 

La principal función de IL-10 corresponde a su capacidad de inhibir las respuestas inmunes 

innata y adaptativa, y de esta forma limitar el potencial daño tisular generado por la 

inflamación (Ouyang et al., 2011). Las dianas centrales del efecto supresor de IL-10 son los 

monocitos, macrófagos y DCs, en las que esta citoquina inhibe la presentación antigénica 

(Creery et al., 1996; Willems et al., 1994), aumenta la capacidad fagocítica (Buchwald et al., 

1999), y modula la secreción de mediadores inmunes, aumentando la expresión de citoquinas 

anti-inflamatorias y disminuyendo las pro-inflamatorias (de Waal Malefyt et al., 1991; 

Fiorentino et al., 1991). De esta forma, impide indirectamente la activación de las respuestas 

efectoras Th1 y Th17 (D’Andrea et al., 1993; Schuetze et al., 2005). Asimismo, IL-10 afecta 

directamente a los linfocitos T CD4+ al inhibir la proliferación y la producción de citoquinas 

del tipo Th1 y Th2 (Del Prete et al., 1993; Groux et al., 1996), mientras que favorece la 

inducción de Tregs del tipo Tr1 productores de IL-10 (Groux et al., 1997). Aún más, los 

efectos anti-inflamatorios de IL-10 actúan sobre otras células de la respuesta innata, como 

neutrófilos (Cassatella et al., 1993; Niiro et al., 1997), eosinófilos (Takanaski et al., 1994) y 
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mastocitos (Lin y Befus, 1997). 

 Interesantemente, no todos los efectos de IL-10 son inhibitorios. Por el contrario, esta 

citoquina tiene un poderoso efecto trófico sobre los linfocitos B, al prevenir su apoptosis, y 

estimular su proliferación, diferenciación, cambio de clase de inmunoglobulinas y la expresión 

de moléculas de MHC II (Burdin et al., 1997; Go et al., 1990; Levy et al., 1994; Rousset et 

al., 1995). De la misma manera, IL-10 estimula la actividad citotóxica y la expresión de 

citoquinas pro-inflamatorias por células NK (Carson et al., 1995).  

 La participación de IL-10 en el desarrollo de enfermedades autoinmunes depende de la 

fisiopatología que subyace a éstas. Así por ejemplo, los efectos anti-inflamatorios de IL-10 

han demostrado ser muy importantes en el control de enfermedades autoinmunes 

inflamatorias, como en los modelos animales de artritis reumatoide (AR) (Kasama et al., 

1995), y de enfermedad inflamatoria intestinal (Kuhn et al., 1993). Por el contrario, las 

funciones inmunoestimulantes de IL-10 dan cuenta de sus efectos paradójicos en otros 

modelos de enfermedades autoinmunes, como diabetes o síndrome de Sjögren, donde la 

sobreexpresión de IL-10 determinó un desarrollo más acelerado del daño tisular (Wogensen et 

al., 1993; Saito et al., 1999). De forma similar, en un modelo murino de lupus, se observó que 

el bloqueo de IL-10 protegía del desarrollo de nefritis, mientras que la administración de esta 

citoquina aceleraba el desarrollo de la enfermedad, lo que tendría relación con la función 

inhibitoria de IL-10 sobre los niveles de factor de necrosis tumoral (TNF) endógeno (Ishida, 

1994). Por otra parte, se ha observado que células mononucleares de pacientes con lupus 

eritematoso sistémico (LES) producen mayores niveles de IL-10 que células de individuos 

sanos, y éstas al ser transferidas a ratones inmunodeprimidos, inducen la producción de 

autoanticuerpos, lo que se revirtió con un anticuerpo bloqueante de IL-10 (Llorente et al., 

1995).  
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Ligandos que estimulan la producción de IL-10 en células B  

Poco se sabe de las vías que gobiernan la producción de IL-10 en células B. En ratones, 

se ha evidenciado que la activación del receptor tipo Toll 9 (TLR9) mediante agonistas del 

tipo oligodeoxinucleótidos (ODN) de secuencias CpG no metiladas induce la secreción de IL-

10 (Brummel y Lenert, 2005; Lenert et al., 2005). Además, se ha comprobado que la secreción 

de IL-10 se puede inducir en células B murinas por medio de la estimulación de TLR4 con 

lipopolisacárido (LPS), en conjunto con los activadores inespecíficos forbol-acetato-miristato 

(PMA) e ionomicina, (Yanaba et al., 2008; Matsushita y Tedder, 2011). Por otro lado, la 

estimulación por medio del receptor de antígenos BCR y/o mediante el ligando de CD40 

(CD40L o CD154) también inducen la secreción de IL-10 en células B de ratones (Fillatreau 

et al., 2002; Mauri et al., 2003). En cuanto a la producción de IL-10 por células B humanas, se 

ha demostrado que es posible inducir su secreción mediante la activación de TLR9 (Gantner et 

al., 2003; Miles et al., 2012), la adición de vitamina D3 (Heine et al., 2008), y la estimulación 

del receptor CD40 y el BCR (Burdin et al., 1997), entre otros estímulos.  

 

Vías de señalización responsables de la producción de IL-10 en el sistema inmune 

Las rutas intracelulares que conducen a la secreción de IL-10 comparten vías similares 

entre distintos tipos celulares. Saraiva y O'Garra en el año 2010, publicaron una completa 

revisión de las principales vías de regulación en la expresión de IL-10 por células del sistema 

inmune, en la que describen que la expresión de IL-10 puede ser estimulada por una vía 

dependiente y otra independiente de TLRs (Saraiva y O'Garra, 2010). En el caso de la vía 

dependiente de TLRs, activada preferentemente en distintas células presentadoras de antígenos 

(APCs), se han identificado algunas moléculas de señalización intracelular que median la 
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expresión de IL-10, como la proteína adaptadora de respuesta primaria de la diferenciación 

mieloide 88 (MyD88) que permite la activación de proteínas quinasas activadas por mitógenos 

(MAPKs), y el factor de transcripción nuclear κB (NFκB) (Akira y Takeda, 2004). En relación 

a la vía independiente de TLRs, que es activada en linfocitos T entre otras células del sistema 

inmune, de forma similar a lo que ocurre en células mieloides, se ha descrito que NFκB y 

MAPKs son responsables de la expresión de IL-10, aunque también se ha demostrado la 

participación de factores transcripción como el transductor de señales y activador de la 

transcripción (STAT)3 y STAT4, y GATA3 (Saraiva et al., 2009; Shoemaker et al., 2006; 

Stumhofer et al., 2007).  

 En linfocitos B, las vías de señalización que regulan la expresión de IL-10 han sido 

dilucidadas parcialmente. Para el caso de la vía dependiente de TLRs, principalmente se ha 

descrito que la activación de TLR9 mediante ODN de secuencias CpG no metiladas induce la 

activación de la vía de las MAPKs, quinasa N-terminal cJun (JNK), y p38, además de NF-kB 

y la proteína activadora (AP)-1 (Yi et al., 2003).  Por otro lado, se ha demostrado la relevancia 

de 2 vías independientes de TLRs para la expresión de IL-10: una de ellas es la estimulación 

mediante CD40L que activa CD40 e induce la activación de las vías JAK3 y STAT3 (Blair et 

al., 2010), y la otra es la estimulación mediante agonistas del BCR (Burdin et al., 1997). La 

transducción de señales, tras la activación del BCR, es mediada por las moléculas asociadas al 

receptor Igα/Igβ (CD79a/CD79b) que contienen motivos de activación basados en tirosina 

(ITAM). Lyn es una quinasa que fosforila estos motivos y forma un complejo que corresponde 

a un ensamblaje de una serie de proteínas como la quinasa Syk, la fosfolipasa-Cγ (PLCγ), la  

fosfoinositido-3 quinasa (PI3K), la tirosina-quinasa de Bruton (BTK) y moléculas adaptadoras 

como B cell linker (BLNK) (Dal Porto et al., 2004). La PLCγ media la producción de 1,4,5 

inositol-trisfosfato (IP3) que en la membrana del retículo endoplásmico se une a sus receptores 
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produciendo la apertura de los canales de Ca+2 y generando el aumento de éste en el citosol 

(Feske, 2007; Scharenberg et al. 2007). La depleción de Ca+2 en el retículo endoplásmico 

induce la apertura de los canales de Ca+2 operados por almacenamiento (SOC) presentes en la 

membrana plasmática, los que permiten el ingreso de  Ca+2  desde el medio extracelular. El 

Ca+2 actúa como segundo mensajero y activa la proteína quinasa C (PKC), que a su vez activa 

a NF-κB. Por otro lado se activa a la calmodulina, que es una proteína que une Ca+2 y que a su 

vez activa a la fosfatasa calcineurina, la que desfosforila y activa al factor nuclear de células T 

activadas (NFAT) (Kurosaki et al., 2010). Se ha comprobado en ratones que la activación de 

NFAT dependiente de la apertura de los canales SOC es fundamental para la producción de 

IL-10 por linfocitos B, y para su función reguladora (Matsumoto et al, 2011). 

Como hemos revisado, en general se han caracterizado algunas de las señales de 

activación que estimulan la producción de IL-10 en células B, sin embargo, el rol regulador de 

los receptores inhibitorios frente a la producción de IL-10 ha sido escasamente descrito. 

 

Lectinas tipo inmunoglobulinas que unen ácido siálico (Siglecs) 

 Los Siglecs son receptores que unen ácido siálico y pertenecen a la familia de 

inmunoglobulinas tipo lectinas. Son expresados por diversas células del sistema inmune y en 

humanos se han descrito alrededor de 15 tipos diferentes (Pillai et al., 2012). Entre los 

miembros existentes comparten algunas características estructurales, como por ejemplo el 

hecho de poseer sólo una región de transmembrana y de presentar en la región intracelular 

tirosinas que pueden ser fosforiladas. Estas tirosinas a menudo son parte de una secuencia 

consenso de motivos inhibitorios basados en tirosinas (ITIMs) (Pillai et al. 2012). En la 

porción extracelular poseen dominios tipo inmunoglobulinas (Igs) y su dominio más distal, 
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tipo V-set, es el principal responsable de la unión de ácido siálico (Van der Merwe et al., 

1996; Vinson et al., 1996).  

 En cuanto a las proteínas que interaccionan con los dominios citoplasmáticos de 

Siglecs, se ha demostrado que éstos reclutan moléculas como la quinasa Lyn, la tirosina 

quinasa Syk, proteína unida al receptor del factor de crecimiento (Grb) 2, 5’-inositol fosfatasa 

que contiene una región de homología al dominio Src2 (SHIP), PI3K y PLCγ (Law et al., 

1996; Poe et al., 2000; Tuscano et al., 1996b; Wienands et al., 1995). Dependiendo del 

contexto en que las moléculas son reclutadas, podrían estar ejecutando diferentes respuestas 

(Fujimoto et al., 2006).  

El proceso de sialilación es una modificación habitual de glicoproteínas, que ocurre en 

el complejo de Golgi en todas las células de vertebrados (Angata y Varki, 2002). Estos 

azúcares se encuentran generalmente en las posiciones terminales de las cadenas de 

oligosacáridos unidas a numerosas proteínas, formando un amplio espectro de posibles 

ligandos para Siglecs. La especificidad de substrato por diferentes Siglecs es diversa, y la 

afinidad de unión puede estar determinada por el tipo de ácido siálico, el tipo de unión que 

tenga éste con la cadena de oligosacáridos y también las características de esta cadena 

(Angata, 2006). Los Siglecs pueden unir a sus ligandos vía trans (contacto proteína-célula o 

célula-célula) o vía cis (interacción en la misma célula) (Pillai et al., 2012). 

 Varios Siglecs son expresados en linfocitos B, entre los que destacan Siglec 2 (CD22) 

y Siglec 10, en ratones denominado Siglec G (Crocker et al., 2007; Cao y Crocker, 2011). 

Antígenos que poseen ácido siálico, al ser reconocidos en linfocitos B por los Siglecs, en 

paralelo a su unión al BCR, son capaces de inducir tolerancia (Nitschke et al., 1997; Paulson 

et al., 2012). El ácido siálico está generalmente ausente en estructuras de microrganismos pero 

abunda en proteínas de vertebrados, por lo que podría ser una importante señal de tolerancia. 
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Se ha descrito que algunos patógenos en su superficie presentan glicanos que al ser 

reconocidos por Siglecs generan una disminución en la regulación de la respuesta inmune del 

hospedero (Cao y Crocker, 2011). La noción de que Siglecs cumplen un rol en la tolerancia 

periférica de antígenos propios fue primero propuesta para Siglec 2 (Pillai et al., 2009), y  

posteriormente ratificada también para Siglec G/10 (Jellusova et al., 2010a). En células B, 

estos receptores Siglecs contribuyen al mantenimiento de la tolerancia mediante la inhibición 

de vías de activación que culminan en la supresión de la producción de anticuerpos, una 

posible regulación directa o indirecta de las respuestas de células T, y finalmente la 

prevención de enfermedades autoinmunes (Macauley et al., 2014). 

Las vías activadas por Siglec 2 y Siglec 10 interaccionan con algunas vías de 

señalización en los linfocitos B. Se ha demostrado que cuando se activa la vía del BCR, Lyn 

fosforila dominios intracelulares de ITIM en Siglec 2 y Siglec 10 permitiendo el reclutamiento 

de fosfotirosinas que desencadenan en la inhibición de una serie de señales río abajo del BCR, 

como por ejemplo la disminución de los niveles de calcio intracelular (Fujimoto et al. 1999; 

Gerlach et al. 2003). Complementando estos resultados, en el caso de células B de ratones 

deficientes de Siglec 2 y Siglec 10, se observa un aumento del calcio intracelular lo que 

evidencia un claro rol inhibitorio de estos receptores (O’Keefe et al.1996; Nitschke et al. 

1997; Hoffmann et al. 2007). Ambos, Siglec 2 y Siglec 10, también modulan negativamente 

las señales activadas por TLRs en células B. El mecanismo exacto de modulación es aún 

desconocido, sin embargo se ha sugerido que Siglec 2 podría inhibir la activación de NFkB 

dependiente de TLR4 y podría reducir la expresión SOCS1 y SOCS3 (Kawasaki et al., 2011). 

Además, en ratones también se evidenció que células B deficientes de Siglec 2 y Siglec 10 

muestran una respuesta proliferativa exhacerbada cuando son estimuladas a través de TLR4, 

TLR7 o TLR9 (Kawasaki et al. 2011; Jellusova y Nitschke 2012). Finalmente, se ha 
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demostrado que células B de ratones deficientes de Siglec 2, en presencia de anticuerpos 

agonistas contra CD40, la respuesta proliferativa es mucho mayor comparada con células B 

normales (Poe et al., 2004); sin embargo es menor la evidencia científica relacionada a los 

mecanismos de interferencia de esta vía de señalización. 

 

Siglec 2/CD22 

 Siglec 2 es una proteína de membrana de tipo 1 con un peso molecular de 140 kDa, que 

se expresa en bajos niveles en células pre-B e inmaduras y altos niveles en células B maduras 

de centro germinal, foliculares, de zona marginal y en menor grado en la población B1a (Pillai 

et al., 2012), disminuyendo su expresión en células plasmáticas (Terstappen et al., 1990). Un 

par de trabajos en células humanas demuestran que la expresión de Siglec 2 en sangre 

periférica predomina principalmente en poblaciones de células B vírgenes (CD27-) 

comparadas con poblaciones de memoria (CD27+) (Jacobi et al., 2008; Daridon et al., 2010).  

El ligando para Siglec 2 es el ácido siálico α2,6 galactosil β1-4 ácido neuramínico 

glucosamínico (Galβ1–4GlcNAc), y se ha demostrado que su afinidad por éste es baja (10-4 M) 

(Nitschke, 2005). 

En su zona extracelular Siglec 2 contiene 7 dominios tipo Igs y el dominio más 

extremo es un dominio tipo V-set. En este dominio extremo tiene 2 argininas (R130 y R137 en 

ratones) que son indispensables para la unión al ácido siálico (Van der Merwe et al., 1996). En 

su cara citoplasmática, contiene 6 tirosinas, tres de ellas son encontradas en la mayoría de los 

ITIMs (Y783, Y843 e Y863), otra tirosina en un dominio tipo ITIM (Y817), otra necesaria 

para el reclutamiento de la proteína adaptadora involucrada en la transmisión de señales Grb2 

(Y828) y la última (Y773) con función desconocida (Otipoby et al., 2001). Entre las 
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moléculas que se acoplan a los dominios ITIM fosforilados de Siglec 2 se encuentran la 

fosfatasa SHIP-1 (Poe et al., 2000), y la fosfatasa que tiene un dominio con una región 

homóloga al dominio Src 2 (SHP)-1 (Doody et al., 1995; Kelm et al., 2002). Se ha demostrado 

que SHP-1 inhibe Vav-1, un proto-oncogen que inicia el aumento de Ca+2 intracitoplasmático 

secundario a la activación de CD19 y BLNK (Sieger et al., 2013; Gerlach et al., 2003). SHIP-

1 por su parte es requerido para la activación mediada por Siglec 2 de la bomba de Ca+2 

PMCA4 ubicada en la membrana plasmática, que promueve la salida de Ca+2 desde el 

citoplasma (Chen et al., 2004). Por otra parte la región citoplasmática de Siglec 2 contiene 2 

dominios de tipo ITAM, lo que genera algunas controversias, ya que bajo ciertas 

circunstancias favorecen la proliferación de linfocitos B entregando señales de activación 

(Tuscano et al., 1996a; Tuscano et al, 1999).  

Adicionalmente terapias con anticuerpos monoclonales dirigida contra este receptor se 

están usando para algunas enfermedades autoinmunes. Este es el caso de Epratuzumab, 

anticuerpo específico contra Siglec 2, que modula las señales vía BCR y aumenta el rol 

inhibitorio de CD22, disminuyendo la activación de células B en pacientes con SLE (Dörner et 

al., 2015). 

 

Siglec 10/SigelcG 

 Siglec10 o Siglec G es un receptor menos estudiado que los otros miembros de su 

familia. Este receptor inhibitorio pertenece a la familia de los Siglecs relacionados a CD33, y 

su expresión ha sido estudiada principalmente en ratones, encontrándose expresado en 

diversos tipos celulares, como DCs, linfocitos T y linfocitos B (Pillai et al., 2012; Bandala-

Sánchez et al., 2013). En los linfocitos B murinos se encuentra en todas las sub-poblaciones, 
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pero su expresión es particularmente elevada en las células de zona marginal y B1a (Pillai et 

al., 2012). Siglec G tiene 5 dominios tipo inmunoglobulinas en su cara extracelular, mientras 

que en su cara intracelular posee secuencias ITIM. Cuando Siglec 10 es activado se aumenta la 

accesibilidad de quinasas de la familia Src al dominio citosólico ITIM y se fosforilan las zonas 

ricas en tirosinas, creándose sitios de unión para varias proteínas con dominios SH2 como las 

fosfatasas SHP-1 y SHP-2 (Whitney et al., 2001).  

Siglec 10 es el único miembro de su familia capaz de reconocer ligandos decorados 

con ácido siálico en uniones α2,3 y α2,6, con igual afinidad (Nitschke, 2009). Uno de los 

pocos ligandos descritos para Siglec 10 humano es la proteína activa de adhesión vascular 1 

(VAP-1), que se expresa en células endoteliales y leucocitos circulantes (Kivi et al., 2009). 

Recientemente, se ha descrito un nuevo ligando para Siglec 10 y Siglec G, que correspondería 

a la molécula CD52, la cual, en estado soluble se une a Siglec 10 y es capaz de reducir la 

activación de linfocitos T (Bandala-Sánchez et al., 2013). Se ha estudiado la interacción entre 

Siglec 10 y moléculas que reconocen patrones moleculares asociados a daño (DAMPs) como 

CD24, que es una molécula de superficie anclada a la membrana por glicosil-fosfatidil-inositol 

(GPI) y que posee azúcares en su estructura. Producto de esta interacción, CD24 en conjunto 

con Siglec 10 podrían atrapar DAMPs, previniendo que se unan a otros receptores agonistas 

como los TLRs. Por otro lado, se postula que CD24, al no poseer un dominio intracelular, 

debe interaccionar con Siglec 10 atenuando otras vías de activación (Chen et al., 2009).  

 Se ha evidenciado en células B1 que la activación del BCR en ausencia de activación 

de Siglec G tiene por consecuencia un incremento en los niveles de Ca+2 intracitoplasmático y 

en la producción de anticuerpos IgM naturales, constatando un rol de este receptor en la 

atenuación de las vías dependientes de BCR (Hoffmann et al., 2007).  
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Inmunoglobulinas como ligandos de Siglecs 

La administración de un concentrado de Igs humanas por vía endovenosa (IVIg) es una 

eficaz terapia para una serie de enfermedades autoinmunes mediadas por linfocitos B, tales 

como púrpura trombocitopénica idiopática (PTI), enfermedad de Kawasaki y LES  

(Nimmerjahn y Ravetch, 2008).  No obstante, a la fecha aún se desconocen los mecanismos 

exactos mediante los cuales actúa la IVIg. Recientes estudios han demostrado que la actividad 

anti-inflamatoria de IVIg es completamente dependiente de N-glicosilaciones en la fracción 

cristalizable (Fc) de las Igs. El grupo de Ravetch y cols. demostró, en un modelo de artritis 

murina, que la fracción de IVIg rica en ácido siálico (IVIg-SA+) es aquella que posee el efecto 

anti-inflamatorio. Más aún, este efecto se replicó al usar sólo fragmentos Fc de IVIg-SA+, 

atribuyéndole la función protectora a los ácidos siálicos presentes en esta región (Kaneko et 

al., 2006). Dos años más tarde el mismo grupo confirmó sus hallazgos en base al uso de 

fragmentos Fc recombinantes sialilados, evidenciando un efecto similar de protección 

(Anthony et al., 2008). 

Es importante recordar que la cadena pesada de la región Fc de Ig posee N-

glicosilaciones en el aminoácido N297. Esta porción puede unir diferentes residuos de 

azúcares, lo que le confiere una alta variabilidad (Arnold et al., 2007). Entre ellas, se han 

demostrado uniones α2,3 y α2,6 de ácido siálico (Takahashi et al., 1987; Jassal et al., 2001), 

por lo que es probable que al menos parte del efecto modulador de los fragmentos Fc de Igs 

esté mediado por receptores tipo Siglecs.  

Por otra parte, una interacción de Siglec 2 con ácido siálico presente en Igs fue 

demostrada en linfocitos B humanos por Seite y cols., el año 2010. En sus experimentos in 
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vitro se evidencia que al agregar IVIg-SA+ a cultivos celulares de linfocitos B humanos, éste 

se une a Siglec 2. Además se demuestra que, en presencia de IVIg, la activación de linfocitos 

B mediante el BCR induce apostosis (Seite et al., 2010), a diferencia de la activación mediante 

CD40L (De Grandmont et al., 2003). Dos años más tarde, este mismo grupo demostró que la 

presencia in vitro de IVIg disminuye la señalización vía TLR9 y TLR7/8 de células B 

humanas, lo que se replica al utilizar sólo las porciones Fc de IVIg, sugiriendo que este efecto 

pudiera estar mediado por Siglecs. Se suma a este hallazgo la primera evidencia de que IVIg 

disminuye la producción de citoquinas, entre ellas IL-10, en células B humanas activadas vía 

TLR9 (Seite et al., 2011). En este set de experimentos no se comprobó si el efecto mediado 

por la fracción de Fc de IVIg sobre la producción de IL-10 fue mediado por Siglec 2, Siglec 

10, o bien por FcγRIIb, un receptor para la fracción Fc de IgG de función inhibitoria. Un 

trabajo en paralelo publicado el año 2011 comprueba que IVIg disminuye la producción de IL-

10 en células B de pacientes con LES y donantes sanos activadas vía TLR9, sugiriendo un 

nuevo mecanismo de modulación por IVIg (Kessel et al., 2011). 

Como hemos revisado, aún falta profundizar en la biología de los Bregs y entender 

cómo su función es regulada por señales de activación e inhibición. Cabe destacar que la 

caracterización de Siglec 2 y Siglec 10 en subpoblaciones de linfocitos B y el efecto de estos 

receptores sobre la expresión de IL-10 aún no ha sido descrita. Sobre la base de los 

antecedentes presentados, nosotros proponemos un modelo según el cual linfocitos B 

estimulados a través de receptores como BCR, CD40 y TLR9, producen IL-10, lo que es 

atenuado en presencia de agregados de Fc de IgGs ricas en ácido síalico, las que actuarían, en 

parte, a través de Siglec 2 y Siglec 10 (Figura 1). 

 

 



26 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Inhibición de la producción de IL-10 por linfocitos B, mediada por receptores 

Siglecs. Células B humanas son activadas por agonistas de los receptores BCR, TLR9 y 

CD40. La activación simultánea de receptores inhibitorios como Siglec 2 y Siglec 10 mediante 

el fragmento Fc de inmunoglobulinas ricas en ácido siálico, regula la expresión de IL-10 y las 

funciones reguladoras de linfocitos B. 
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HIPÓTESIS 

La expresión y secreción de IL-10 por linfocitos B humanos es atenuada por la activación 

de los receptores Siglec 2 y Siglec 10. 

 

OBJETIVO GENERAL 

Comprender la función de Siglec 2 y Siglec 10 en la regulación de la expresión y 

secreción de IL-10 por linfocitos B humanos.  

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1.- Analizar la expresión de Siglec 2 y Siglec 10 en las poblaciones de linfocitos B 

vírgenes, de memoria y transicionales. 

2.- Analizar la expresión de Siglec 2 y Siglec 10 en linfocitos B activados a través de sus 

receptores BCR, TLR9 y CD40. 

3.- Medir la expresión y secreción de IL-10 por linfocitos B estimulados vía BCR, TLR9 

y CD40, en presencia de un agonista para Siglec 2 y Siglec 10. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

1.- Analizar la expresión de Siglec 2 y Siglec 10 en las poblaciones de linfocitos B 

vírgenes, de memoria y transicionales. 

Donantes de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) 

Se obtuvieron buffy coats de donantes sanos desde el Banco de Sangre del Hospital Clínico, 

Universidad de Chile, previa firma de un formulario de consentimiento informado (Anexos 1 y 

2). Se consideraron como criterios de inclusión: Individuos mayores de 18 años; peso corporal 

mayor a 50 Kg; niveles de hemoglobina en sangre mayores o iguales a 13,5 gr/dl en hombres y 

12,5 gr/dl en mujeres; tiempo transcurrido desde la última donación de sangre superior a tres 

meses. Se consideraron los siguientes criterios de exclusión: Embarazo o lactancia; 

antecedentes de hemorragia reciente o intervención quirúrgica en los últimos 6 meses; 

antecedentes de enfermedad cardiovascular grave; antecedentes de enfermedad del sistema 

nervioso central  grave; diátesis hemorrágica; episodios repetidos de síncope o antecedentes de 

convulsiones; antecedentes de enfermedad gastrointestinal, genitourinaria, hematológica, 

inmunológica, metabólica, renal o respiratoria grave; diabetes que precisa tratamiento con 

insulina; cáncer; antecedentes de estar infectado por los agentes infecciosos causantes de 

Hepatitis B; Hepatitis C; SIDA; HTLV; Enfermedad de Chagas o sífilis; antecedentes de 

consumo de drogas por vía intravenosa o intramuscular no prescritas; personas sometidas a 

trasplantes; personas transfundidas en los últimos seis meses; personas cuya conducta sexual 

supone riesgo elevado de contraer enfermedades infecciosas graves; personas sometidas a 

endoscopía en los últimos seis meses; personas sometidas a tatuajes, bacterias o virus 

atenuados en los últimos 12 meses; personas que se han medicado con aspirina o anti-
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inflamatorios en los últimos tres días. Este estudio fue aprobado por los Comités de Ética del 

Hospital Clínico y la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile (Anexo 3 y 4).   

 

Evaluación de la expresión de Siglec 2 y Siglec 10 en linfocitos B en reposo 

 Se aisló la fracción de PBMC desde los buffy coats mediante gradiente de densidad por 

centrifugación en ficoll (Axis-Shield). Para discriminar diferentes poblaciones de linfocitos B 

por citometría de flujo (FACS), el PBMC fue teñido con los siguientes anticuerpos conjugados 

a fluoróforos: anti-CD19, anti-CD38 y anti CD24 (Biolegend). Las células CD19+ CD24hi 

CD38hi corresponden a células B transicionales, las células CD19+ CD24mid CD38mid 

corresponden a células B vírgenes, y las células CD19+ CD24hi CD38- corresponden a células 

B de memoria (Bouaziz et al., 2010). En cada una de estas poblaciones se evaluó la presencia 

Siglec 2 y Siglec 10 usando anticuerpos específicos conjugados a fluoróforos (Biolegend). 

Para definir la población que expresa los receptores, se utilizó como umbral negativo el FMO 

(fluorescence minus one), que son células marcadas para CD19, CD24 y CD38, en ausencia de 

anticuerpos anti-Siglec 2 o Siglec 10, respectivamente. Las muestras fueron analizadas 

mediante FACS (FACSCalibur, Becton Dickinson), y los datos procesados en el programa 

Weasel v3.0. 

 

2.- Analizar la expresión de Siglec 2 y Siglec 10 en linfocitos B activados a través de sus 

receptores BCR, TLR9 y CD40. 

 Evaluación de la expresión de Siglec 2 y Siglec 10 en linfocitos B activados 

 Los linfocitos B fueron aislados desde buffy coats de donantes sanos mediante selección 

negativa  por inmunodensidad (RosetteSep™ Human B Cell Enrichment Cocktail, Stemcell). 
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Las células B fueron cultivadas en medio RPMI 1640 con suero fetal bovino al 10%, más una 

mezcla de estreptomicina y penicilina al 1% (Gibco), a una densidad de 1x106 cel/ml, en 

placas de 96 pocillos, a 37°C, con 5% de CO2. Las célula, cultivadas por 48 horas, fueron 

activadas por distintos períodos de tiempo (48 horas, últimas 24 horas o últimas 12 horas de 

cultivo) con los siguientes estímulos: 1.- Anticuerpos agonistas anti-BCR (IgG+IgM; Jackson 

ImmunoResearch); 2.- Una línea celular murina de fibroblastos 3T3NIH que ha sido 

transfectada con CD40L humano; y 3.- Cytosinephosphodiester-guanine 

oligodeoxynucleotides (ODN-CpG) 2006 (Invivogen), agonista de TLR9. Luego, las células 

fueron recuperadas y la expresión de Siglec 2 y Siglec 10 fue detectada mediante FACS. 

Como control experimental se usaron células sin estimular cultivadas por 48 horas. También 

se evaluaron concentraciones crecientes de los estímulos antes mencionados, usados durante 

48 horas de cultivo. 

  

Activación de la producción de IL-10 en linfocitos B humanos 

 Se purificaron linfocitos B desde buffy coats, los que fueron cultivados por 48 horas a una 

densidad de 1x106 células/ml en medio RPMI 1640 suplementado, en placas de 96 pocillos. 

Estos linfocitos B fueron estimulados a producir IL-10 mediante la incubación con ligandos de 

BCR, TLR9 y CD40 a distintas concentraciones, durante 12, 24 ó 48 horas. Durante las 

últimas 5 horas de cultivo, se adicionaron 50 ng/ml de PMA, y 1 ug/ml ionomicina (Io) 

(Sigma-Aldrich) para favorecer la secreción de IL-10 al medio de cultivo. La producción de 

IL-10 fue cuantificada desde los sobrenadantes de los cultivos colectados al cabo de 48 horas, 

mediante un kit de ELISA (eBioscience). Los niveles de IL-10 secretados fueron normalizados 

de acuerdo al número de linfocitos B vivos presentes al término del cultivo, contabilizados 

mediante hemocitómetro usando la tinción de azul de tripán. También se analizó la expresión 
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intracelular de IL-10 por FACS utilizando un anticuerpo específico, previa adición de 

brefeldina A (Biolegend) durante las últimas 5 horas de cultivo, para impedir la mobilización 

de vesículas secretoras. 

 

3.- Medir la expresión y secreción de IL-10 por linfocitos B estimulados vía BCR, TLR9 

y CD40, en presencia de un agonista para Siglec 2 y Siglec 10. 

Evaluación de la función de Siglec 2 y Siglec 10 sobre la expresión de IL-10 en linfocitos 

B 

 Siglec 2 y Siglec 10 son receptores que reconocen proteínas que contienen ácido siálico unido 

a galactosa en enlaces α2,6 (Siglec 2), o α2,6 y α2,3 indistintamente (Siglec 10) (Nitschke, 

2009). Un porcentaje de las IgG humanas poseen su fragmento Fc modificado con α2,6 y/o 

α2,3 ácido siálico (Anthony et al., 2008), y recientemente se ha descrito que esta fracción une 

y activa Siglec 2 en células B humanas (Seite et al., 2010; 2011), aunque no se ha confirmado 

ni descartado que también pueda ser ligando para Siglec 10, para el que existen escasos 

ligandos conocidos. Con el fin de evaluar el rol de la activación de Siglec 2 y Siglec 10 en la 

secreción de IL-10 por linfocitos B, llevamos a cabo una metodología en la cual agregamos 

concentrados comerciales de fracciones Fc de IgG humana (Jackson ImmunoResearch) 

agregados por calor a 65°C por 30 minutos. La concentración de estas fracciones usadas fue de 

5 ug/ml de cultivo, y se agregó al cultivo de linfocitos B al mismo tiempo que los ligandos de 

BCR, TLR9 o CD40.  

 Para discriminar el rol de Siglec 2 y Siglec 10 en la acción inhibitoria de los 

fragmentos Fc agregados, se adicionó a los cultivos de linfocitos B activados y en presencia de 

fragmentos Fc, un anticuerpo policlonal bloqueante del receptor Siglec 10 humano (clon 
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AF2130; R&D Systems), o una proteína quimera que contiene la fracción extracelular del 

receptor Siglec 2 humano conjugada a la fracción Fc de IgG1 humana (1968-SL-050; R&D 

Systems), la que es capaz de neutralizar ligandos de Siglec 2 (Bandala-Sánchez et al, 2013). 

Al cabo del cultivo, se evaluaron los niveles de IL-10 secretados al sobrenadante mediante 

ELISA y la expresión intracelular de IL-10 mediante FACS. 

 

Análisis estadísticos 

 Diferencias en variables funcionales o fenotípicas entre diferentes condiciones experimentales 

fueron analizadas con la prueba t de Student. Los valores de p<0,05 fueron considerados 

significativos. Para los análisis estadísticos se usó el software GraphPad Prism 5. 
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RESULTADOS 

Objetivo específico 1: Analizar la expresión de Siglec 2 y Siglec 10 en las poblaciones de 

linfocitos B vírgenes, de memoria y transicionales. 

Siglec 2 y Siglec 10 se expresan en poblaciones de linfocitos B vírgenes, de memoria y 

transicionales en reposo. 

 Se determinaron por FACS los niveles de expresión de Siglec 2 (CD22) y Siglec 10 en 

subpoblaciones de linfocitos B a partir de sangre de individuos sanos seleccionados en base a 

los criterios de inclusión y exclusión descritos en el punto 1 de materiales y métodos. Para 

ello, desde células frescas, se seleccionaron tres subpoblaciones de linfocitos B de acuerdo a la 

expresión diferencial de los marcadores celulares CD24 y CD38: vírgenes, de memoria y 

transicionales (figura 2A). Como se puede apreciar en el histograma de la figura 2B, se 

observan niveles de expresión homogéneos de ambos receptores en cada una de las 3 

subpoblaciones, lo que quiere decir que en la mayoría de las células se están expresando en 

cantidades similares. Ahora, al analizar cuál de estas 3 subpoblaciones expresa más Siglec 2 o 

Siglec 10, podemos observar que Siglec 2 se expresa mayoritariamente en poblaciones 

vírgenes y transicionales (Media de intensidad de fluorescencia -MFI promedio: 1192,6 y 

876,9 respectivamente) comparada con las poblaciones de memoria (MFI promedio: 767,8) 

(figura 2B). En cuanto a la expresión de Siglec 10, se aprecia que células de memoria  tienen 

mayor expresión (MFI promedio: 73,1) que células transicionales y vírgenes (MFI promedio: 

55,0 y 39,4 respectivamente) (figura 2C). 
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Figura 2: Siglec 2 (CD22) y Siglec 10 son expresados por todas las subpoblaciones de 

linfocitos B humanos. (A) Selección citométrica para identificar subpoblaciones de linfocitos 

B transicionales (CD19+CD24highCD38high), vírgenes (CD19+CD24intCD38int), y de memoria 

(CD19+CD24highCD38−). En el dot plot superior izquierdo se muestra la selección de la 

población de linfocitos, y en el superior derecho, la selección de linfocitos B CD19+. (B, C) 

Histogramas representativos (izquierda) y gráficos (derecha) de la expresión de Siglec 2 (B) y 

Siglec 10 en las distintas sub-poblaciones de linfocitos B (C). MFI: Media de la intensidad de 

fluorescencia. *** p<0,001 (n = 34).  Prueba t de Student de dos colas para muestras pareadas. 

 

Objetivo específico 2: Analizar la expresión de Siglec 2 y Siglec 10 en linfocitos B 

activados a través de sus receptores BCR, TLR9 y CD40. 

Siglec 2 y Siglec 10 aumentan su expresión en linfocitos B activados a través de sus 

receptores BCR, TLR9 y CD40. 

 Con el fin de evaluar si al activar linfocitos B de manera de inducir la producción de 

IL-10, se mantiene la expresión de los receptores Siglec 2 y Siglec 10, se purificaron linfocitos 

B a partir de sangre periférica, los que fueron cultivados y activados a través de sus receptores 

BCR, TLR9 y CD40. La pureza de linfocitos B CD19+ fue determinada mediante FACS, 

obteniéndose porcentajes por sobre el 99% en todos los cultivos (figura 3A). Estos linfocitos B 

aislados fueron cultivados por 48 horas, y estimulados con agonistas de los receptores del 

TLR9, CD40 o BCR durante las 48 horas de cultivo, o durante las últimas 24 o 12 horas, o 

bien dejados sin estimular. Los mayores niveles de IL-10 secretada se observaron a las 48 

horas de cultivo en todos los estímulos ensayados, salvo en la combinación de CpG y 

anticuerpos anti-BCR (figura 3B). Por otra parte, se observó que la expresión de Siglec 2 
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también es máxima a las 48 horas estímulo, salvo en el caso de la activación de CD40, en la 

que no se ven diferencias en relación al control sin estimular (figura 3C). En cuanto a la 

expresión de Siglec 10, cuando se estimuló los linfocitos B a través de CD40L, o del BCR y el 

TLR9 en conjunto, se logró apreciar un aumento significativamente mayor tras las 48 horas de 

estímulo, mientras que al estimular con anticuerpos anti-BCR o CpG por si solos, no se vieron 

diferencias respecto al control sin estimular (figura 3D).  
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Figura 3: Aumento en la secreción de IL-10, y en la expresión de Siglec 2 y Siglec 10 en 

linfocitos B activados.  (A) Purificación de linfocitos B CD19+ mediante inmunodensidad. A 

la izquierda dot plot representativo de células CD19+ en una muestra de sangre previo a la 

purificación, y a la derecha un dot plot representativo de células CD19+ después de la 

purificación. (B) Secreción de IL-10 por linfocitos B cultivados por 48 horas y estimulados 

por 12, 24 y 48 horas en presencia de 3 ug/mL de CpG, 5 ug/mL de α-BCR, una combinación 

de ellos, o co-cultivo con la línea celular NIH3T3 que expresa CD40L a razón de 1:10 entre 

células 3T3-CD40L:B o bien dejados sin estímulo (Ctrl) (n=3). El valor secretado de IL-10 fue 

normalizado al número de células vivas al final del cultivo.  (C-D) Expresión de Siglec 2 

(n=6) (C) y Siglec 10 (n=6) (D) por linfocitos B cultivados por 48 horas y estimulados por 12, 

24 y 48 horas en presencia de los estímulos descritos para B. MFI: Media de la intensidad de 

fluorescencia. * p <0,05, ** p<0,01,*** p<0,001 versus Ctrl. Prueba t de Student de dos colas 

para muestras pareadas. 

 

 Puesto que para la mayoría de los estímulos se logró una máxima secreción de IL-10 a 

48 horas, sin inducir muerte celular (datos no mostrados), ni una disminución en los niveles de 

expresión de receptores Siglec 2 y Siglec 10 en los linfocitos B, se decidió mantener esta 

condición para futuros experimentos.  

 A continuación se realizaron ensayos de concentración versus respuesta, para definir la 

concentración óptima de los estímulos en 48 horas de cultivo para lograr una mayor secreción 

de IL-10, sin reducir la expresión de receptores Siglecs. En estos experimentos se determinó 

que las condiciones óptimas para la producción de IL-10 fueron: 3 ug/ml de CpG, 5 ug/ml de 

anticuerpos anti-BCR, y una razón de 1 célula 3T3-NIH que expresa CD40L por cada 20 
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linfocitos B (figura 4A). Nuevamente, se observó un aumento en la expresión de Siglec 2 

frente a todos los estímulos, salvo CD40L, sin diferencias entre las concentraciones (figura 

4B). En el caso de Siglec 10, tampoco se observan diferencias entre las distintas 

concentraciones de estímulos, existiendo un aumento estadísticamente significativo en la 

expresión de este receptor sólo al estimular con CD40L (figura 4C).  
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Figura 4: A mayor concentración de estímulos aumenta la secreción de IL-10 pero no la 

expresión de Siglec 2 y Siglec 10 en linfocitos B activados. Linfocitos B cultivados por 48 

horas en presencia de 1,5, 3 y 6 ug/mL de CpG, (barras amarillas) 2,5, 5 y 10 ug/mL de 

anticuerpos anti-BCR (barras rojas), una combinación de esas concentraciones de CpG y α-

BCR (barras naranjas), o de la línea celular NIH3T3 que expresa CD40L a razones de 1:10, 

1:20 y 1:40 entre células 3T3-CD40L y células B (barras celestes) o bien dejados sin estímulo 

(Ctrl) (barras grises) fueron analizados para la secreción de IL-10 por ELISA, corregida por el 

número de células vivas al final del cultivo (A, n=3), para la expresión de Siglec 2 (B, n=4) o 

de Siglec 10 (C, n=4) mediante FACS. MFI: Media de la intensidad de fluorescencia. * p 

<0.05, ** p<0.01,*** p<0.001 versus Ctrl. Prueba t de Student de dos colas para muestras 

pareadas. 

 

La mayor frecuencia de células B productoras de IL-10 se encuentra contenida en la sub-

población de linfocitos B transicionales. 

 Una vez que se definieron los tiempos de estímulo y las concentraciones óptimas para 

la inducción de la producción de IL-10 por linfocitos B, se quiso determinar cuál era la sub-

población de linfocitos B que posee la mayor frecuencia de células productoras de IL-10, 

mediante FACS. De acuerdo a los resultados obtenidos, podemos aseverar que la sub-

población de linfocitos B transicionales muestran el mayor porcentaje de células que expresan 

IL-10 en todas las condiciones de estímulo, comparada con las sub-poblaciones de memoria y 

virgen (figura 5).  
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Figura 5: Linfocitos B transicionales son los mayores productores de IL-10. (A) Dot Plot 

representativo de subpoblaciones de células CD19+ IL-10+ transicionales (izquierda) vírgenes 

(centro) y memoria (derecha), en presencia de 3 ug/mL de CpG más 5 ug/mL de α-BCR. En el 

recuadro interno se muestran los controles negativos de tinción (FMO) (B) Linfocitos B 

estimulados mediante 3 ug/mL de CpG, 5 ug/mL de anticuerpos anti-BCR (α-BCR), una 
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combinación de ellos, o co-cultivo con la línea celular NIH3T3 que expresa CD40L a razón de 

1:10 entre células 3T3-CD40L:B o bien dejados sin estímulo (Ctrl), fueron analizados para 

determinar el porcentaje de células productoras de IL-10 por FACS  (n=10). * p <0.05,          

** p<0.01, *** p<0.001. Prueba t de Student de dos colas para muestras pareadas. 

 

Objetivo específico 3. Medir la expresión y secreción de IL-10 por linfocitos B 

estimulados vía BCR, TLR9 y CD40, en presencia de un agonista para Siglec 2 y Siglec 

10. 

Fragmento cristalizable (Fc) de IgG humana disminuye la expresión y secreción de IL-10 

por linfocitos B.  

 A continuación, se quiso evaluar la influencia de los receptores Siglec 2 y Siglec 10 

sobre la producción de IL-10 por linfocitos B. Dada la evidencia de la presencia de ácidos 

siálicos en el fragmento Fc de IgG humana (Takahashi et al., 1987; Jassal et al., 2001), y del 

uso de IVIg como ligando para el receptor Siglec 2 (Seite et al., 2010), se decidió usar 

fragmentos Fc de IgG humana agregados por calor en los cultivos de linfocitos B estimulados 

a través del BCR, TLR9 y CD40. Previamente, nuestro grupo comprobó la presencia de ácido 

siálico en los fragmentos Fc comerciales que se usaron en estos ensayos (datos no mostrados).  

Se observó que la secreción de IL-10 medida por ELISA se redujo significativamente al 

cultivar linfocitos B activados con cualquiera de los estímulos usados, en presencia de 

fragmentos Fc agregados (figura 6A). De forma similar, los porcentajes de linfocitos B  

transicionales productores de IL-10, medidos por FACS, disminuyeron en todas las 

condiciones de estímulo significativamente al incluir fragmentos Fc agregados a lo cultivos 

(figura 6B). En la mayoría de los casos, los fragmentos Fc agregados también redujeron la 
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expresión de IL-10 por otras poblaciones de linfocitos B (figura 8).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: El uso de fragmento cristalizable (Fc) de IgG humana disminuye la expresión y 

secreción de IL-10 por linfocitos B activados. Linfocitos B cultivados por 48 horas en 

presencia de 3 ug/mL de CpG, 5 ug/mL de anticuerpos anti-BCR, una combinación ambos, o 

de la línea celular NIH3T3 que expresa CD40L a razón de 1:10, entre células 3T3-CD40L y 

células B, en presencia (barra rojas) o ausencia (barra verdes) de fragmentos Fc de IgG 

agregados por calor (Fc agg) o bien dejados sin estímulo (Ctrl) (barra gris) fueron analizados 
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para la secreción de IL-10 por ELISA, corregida por el número de células vivas al final del 

cultivo (A, n=9) y para el porcentaje de células B transicionales que expresan IL-10 mediante 

FACS (B, n=9). * p <0,05, ** p<0,01, *** p<0,001. Prueba t de Student de dos colas para 

muestras pareadas. 

 

Siglec 2 y Siglec 10 modulan la secreción y expresión de IL-10 en linfocitos B activados. 

 Finalmente, para comprobar que el efecto de los fragmentos de Fc agregados sobre la 

expresión y secreción de IL-10 es mediado por los receptores Siglec 2 y/o Siglec 10, se 

procedió a bloquear éstos mediante el uso de un receptor soluble para Siglec 2 (sS2) o un 

anticuerpo bloqueante para Siglec 10 (αS10).  

Al evaluar los niveles de IL-10 secretados, se pudo observar que la presencia de los 

bloqueadores de Siglec 2 y Siglec 10 logra revertir parcial o totalmente la producción de IL-

10. En el caso de bloquear Siglec 2 se restauran los niveles de IL-10 secretados al estimular 

TLR9 y CD40, sin embargo, cuando bloqueamos Siglec 10, los niveles de IL-10 son 

restaurados, al menos parcialmente, en todos los estímulos (Figura 7).  
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Figura 7: El bloqueo de Siglec 2 y Siglec 10 restaura la secreción de IL-10 por linfocitos 

B activados y cultivados en presencia de fragmentos Fc de IgG agregados por calor. 

Linfocitos B cultivados por 48 horas con CpG, anticuerpos anti-BCR (α-BCR), una 

combinación de ellos, o en co-cultivo con la línea celular NIH3T3 que expresa CD40L, fueron 

analizados para la secreción de IL-10 por ELISA en presencia o ausencia de fragmentos Fc de 

IgG agregados por calor (Fc agg), del receptor Siglec 2 soluble (sS2) o de un anticuerpo anti-

Siglec 10 (α-S10). El valor secretado de IL-10 fue corregido por el número de células vivas al 

final del cultivo. n=4. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001. Prueba t de Student de dos colas para 

muestras pareadas. 

 

 Por otra parte, cuando se analizaron los porcentajes de células B totales productoras de 

IL-10 por FACS, los resultados son similares a aquellos obtenidos en el ELISA, vale decir, 

que los linfocitos B activados con CD40L o anti-BCR más CpG en presencia de fragmentos 

Fc agregados recuperan la producción de IL-10 al bloquearse Siglec 2 o Siglec 10 (figuras 8C 

y 8D). El análisis de la población transicional en cambio muestra que la expresión de IL-10 

inhibida por fragmentos Fc agregados se recupera al bloquear tanto Siglec 2 como Siglec 10 

en linfocitos B activados vía BCR y CD40, una tendencia que también se observa en el 

estímulo con anti-BCR y CpG combinados (figuras 8B, 8C y 8D). En las poblaciones virgen y 

de memoria la expresión de IL-10 sólo se recupera al bloquear Siglec 2 y Siglec 10 cuándo 

estás son activadas con CD40L (figura 8D). 

 En síntesis, estos resultados prueban que la acción inhibidora de los fragmentos Fc de 

IgG agregados sobre la producción de IL-10 por linfocitos B es mediada, al menos 
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parcialmente y principalmente en la población de linfocitos B transicionales, por los 

receptores de ácido siálico Siglec 2 y Siglec 10. 
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Figura 8: El bloqueo de Siglec 2 y Siglec 10 restaura el porcentaje de células productoras 

de IL-10 en linfocitos B transicionales activados y cultivados en presencia de fragmentos 

Fc de IgG agregados por calor. Linfocitos B cultivados por 48 horas con CpG (A), 

anticuerpos anti-BCR (α-BCR) (B), una combinación de ellos (C), o en co-cultivo con la línea 

celular NIH3T3 que expresa CD40L (D), fueron analizados para determinar el porcentaje de 

C 

D 
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células productoras de IL-10 por FACS, en presencia o ausencia de fragmentos Fc de IgG 

agregados por calor (Fc agg), el receptor Siglec 2soluble (sS2) o un anticuerpo anti-Siglec 10 

(α-S10). n=6. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001. Prueba t de Student de dos colas para 

muestras pareadas. 
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DISCUSIÓN 

Se ha descrito que linfocitos B humanos expresan 2 receptores que unen ácido siálico, 

Siglec 2 (CD22) y Siglec 10, los que tienen funciones inhibitorias (Jellusova y Nitschke, 

2012). Su expresión comienza desde el desarrollo de linfocitos B en médula ósea y a medida 

que estos van madurando la expresión aumenta (Stoddart et al., 1997) decayendo en células 

plasmáticas (Terstappen et al., 1990). Pocos antecedentes existen sobre la expresión de estos 

receptores en poblaciones vírgenes, de memoria y transicionales. Esta última subpoblación ha 

sido descrita como aquella en la que se encuentran enriquecidos los linfocitos B productores 

de IL-10, o Bregs (Bouaziz et al., 2010).  

Nuestros resultados muestran que la expresión de Siglec 2 es mayor en las poblaciones 

transicional y virgen, en relación a la población de memoria. Nuestra evidencia está en línea 

con lo publicado por Daridon y colaboradores, quienes mediante el uso de CD27, un marcador 

de linfocitos B de memoria, describen que la expresión de Siglec 2 es menor en la población 

de memoria (CD27+) comparada con las poblaciones transicional y virgen (CD27-) en sangre 

periférica (Daridon et al., 2010). En cuanto a Siglec 10, no ha sido descrita su expresión en 

poblaciones de linfocitos B humanos, por lo que este trabajo es el primer reporte que muestra 

una alta expresión en poblaciones de memoria por sobre las poblaciones transicional y virgen. 

En síntesis, se puede aseverar que ambos receptores poseen un comportamiento diferente en 

cuanto a su expresión en distintas subpoblaciones de linfocitos B humanos en reposo. 

Cuando se analizó la expresión de Siglec 2 y Siglec 10 en linfocitos B humanos 

activados a través de sus receptores BCR, TLR9 y CD40, nuestros resultados muestran que 

mediante el estímulo con CpG, anti-BCR y CpG más anti-BCR en conjunto, la expresion de 

Siglec 2 aumenta significativamente a las 48 horas de cultivo. Esta diferencia significativa no 

se pudo apreciar tan claramente mediante la estimulación con la línea celular que sobreexpresa 
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CD40L, a diferencia de lo que ocurre con Siglec 10. Al respecto, un estudio en ratones mostró 

que la expresión de CD22 en poblaciones B-1, linfocitos B presentes en la cavidad peritoneal, 

disminuye frente a la activación con LPS o CpG, y apenas varía frente a la activación del 

BCR. En cambio, en poblaciones B-2, linfocitos B presentes en el bazo, la expresión de CD22 

aumenta después de la activación con LPS y anti-CD40, pero disminuye frente al estímulo del 

BCR (Lajaunias et al., 2002). Otro estudio en ratones indica que la expresión de CD22 en 

linfocitos B disminuye frente a la activación con LPS o la estimulación del BCR (Stoddart et 

al., 1997).  Nuestros resultados no son del todo concordantes con lo que sucede en ratones, 

pero debemos asumir que en humanos las respuestas pueden ser distintas.  

Por otro lado, uno podría especular que el aumento en la expresión de estos receptores 

frente a la activación con CpG y anticuerpos anti-BCR, podría deberse a un mecanismo de 

regulación de los linfocitos B frente a una sobre-activación, por ejemplo, durante una 

respuesta inmune en curso. En otros receptores inhibitorios de linfocitos B se ha descrito el 

efecto contrario, ya que la activación del BCR o del CD40 reduce los niveles de expresión de 

FcγRIIb, por lo que este tipo de mecanismos compensatorios dependería del tipo de molécula 

en cuestión (Zhang et al., 2013). El aumento de receptores Siglec 2 y Siglec 10 tras la 

activación de linfocitos B podría además ayudar a prevenir una respuesta inmune exacerbada 

que conlleve a una desregulación en la producción de autoanticuerpos. Esto es precisamente lo 

que ocurre en ratones deficientes para Siglec 2 y/o Siglec G, los que desarrollan severas 

enfermedades autoinmunes (O’Keefe et al., 1996;  O’Keefe et al., 1999; Jellusova et al., 

2010b).  

Adicionalmente pudimos observar que la expresión de ambos receptores es 

considerablemente mayor en muestras frescas de linfocitos B en comparación con aquellas 
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analizadas luego de un cultivo por más de 24 horas. Esta disminución en la expresión se debe 

a que hay un menor número de receptores en la membrana lo que evidenciaría una pérdida del 

receptor o un tráfico hacia el interior de la célula. Se ha demostrado que CD22 en linfocitos B 

humanos está asociado a clatrinas, proteínas involucradas en la endocitosis de moléculas, por 

lo que su transporte al interior de la célula se basa en un mecanismo dependiente de clatrina 

vía endosomal hacia el aparato de Golgi (Jhon et al., 2003). Los dominios basado en tirosina 

de CD22 contienen un residuo terminal que permite el acoplamiento al complejo adaptador 50 

(AP50) que dirige el reclutamiento de los receptores en dominios ricos en clatrina. Se ha 

demostrado que entre un 60 y 70% CD22 es internalizado cuando linfocitos B son estimulados 

usando anticuerpos anti-CD22 (Tatento et al., 2007), sin embargo, este proceso sería también 

constitutivo, teniendo una vida media de degradación de 8 horas (Shan y Press, 1995). 

Creemos que la menor expresión de Siglec 2 y 10 determinada mediante FACS en linfocitos B 

en cultivo, comparada con muestras frescas, se debe principalmente a una internalización y 

degradación de estos receptores en ausencia de factores que estimulen su síntesis de novo. 

En esta tesis se pudo demostrar que porciones Fc de IgG humana agregadas por calor 

activan receptores inhibitorios, reduciendo la producción de IL-10 cuando los linfocitos B 

fueron estimulados a través de sus receptores BCR, TLR9 o CD40. Esto pudo ser corroborado 

al bloquear la unión de Fc a estos receptores Siglecs, revirtiendo parcialmente y en algunas 

condiciones, la inhibición en la producción de IL-10. Adicionalmente, una disminución de 

células B que expresan IL-10, bajo todas las condiciones de estímulo, se apreció 

principalmente en células B transicionales, en las que están contenidas las células B 

reguladoras, descritas como las principales productoras de IL-10 (Bouaziz et al., 2010). 

Creemos que esta disminución significativa se da principalmente porque la porción Fc de 

IgGs, al poseer zonas ricas en ácido sialico en uniones α2,3 y α2,6 (Anthony et al., 2008), 
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sirve como ligando para los receptores Siglec 2 y Siglec 10, los que podrían estar involucrados 

en inhibir las señales río abajo de las vías de activación de linfocitos B (Seite et al., 2010), 

como por ejemplo los intermediarios NFκB y STAT3, que han sido descritos como 

importantes mediadores en la producción de IL-10 (Saraiva et al., 2009; Blair et al., 2010). 

Particularmente la disminución de la secreción de IL-10 observada cuando se estimuló el 

receptor TLR9 en linfocitos B, en presencia de fragmentos Fc agregados, está en línea con lo 

publicado por otros grupos, quienes demostraron que la estimulación de TLR9 en presencia de 

IVIg (mezcla de IgGs derivadas de sueros humanos) reduce la secreción de IL-10 por 

linfocitos B humanos (Seite et al., 2011; Kessel et al., 2011). Sin embargo, cuando se utiliza 

Epratuzumab como agonista de Siglec 2, no se aprecian cambios en la producción de IL-10 en 

linfocitos B humanos (Fleisher el al., 2015). Estos resultados disímiles se pueden deber a 

varios factores, como por ejemplo al uso de diferentes ligandos para un mismo Siglec, o bien a 

la diversidad de receptores para fracciones Fc contenidos en linfocitos B (Pillai et al. 2012). 

Complementando nuestros resultados, evidenciamos que al agregar fragmentos Fc a los 

cultivos de linfocitos B, la secreción de TNF disminuye principalmente cuando se estimulan 

las células con anticuerpos anti-BCR solos, o junto a CpG, sin embargo, la secreción de IL-6 

no se ve afectada bajo ninguna condición de estímulo (figura suplementaria 1). 

Adicionalmente moléculas involucradas en la presentación antigénica como el complejo 

principal de histocompatibilidad de clase II (MHC II) y CD86 no se ven afectadas en 

presencia de porciones Fc de IgG cuando se estimulan las células con anticuerpos anti-BCR 

(figura suplementaria 2). Esto indicaría que los receptores Siglecs, u otros receptores 

inhibitorios, podrían actuar diferencialmente sobre distintas vías de activación de linfocitos B. 

Las consecuencias netas de esta modulación a nivel funcional deben ser exploradas más 

adelante. 
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La actividad de los receptores Siglecs ha sido asociada a las fosfatasas SHP-1 y SHP-2 

(Doody et al., 1995; Whitney et al., 2001). Estas fosfatasas están involucradas en disminuir 

los niveles de Ca+2 citoplasmáticos inducidos principalmente a través de activación del BCR 

(Nitschke et al., 1997; Hoffmann et al., 2007), y de esta forma podrían estar involucradas en la 

inhibición de vías de señalización que inducen la producción de IL-10, lo que concuerda con 

nuestros resultados, en los que evidenciamos una disminución en la secreción de IL-10 por 

linfocitos B activados vía BCR en presencia de fragmentos Fc agregados. Sin embargo, al 

inhibir estas fosfatasas, el grado de recuperación en la capacidad de secretar IL-10 por los 

linfocitos B es bajo (figura suplementaria 3). Tampoco podemos descartar que otras fosfatasas 

descritas en interacción con estos receptores, como por ejemplo SHIP-1 (Nitschke, 2005; Poe 

et al., 2000), puedan contribuir a regular los niveles de IL-10 en linfocitos B. Resultados de 

nuestro grupo confirmaron que al agregar un inhibidor químico de SHIP-1 (3α-

aminocolestano - 3AC) a los cultivos de linfocitos B estimulados a través del BCR en 

presencia de fragmentos Fc de IgG agregados, la producción de IL-10 se restituye 

parcialmente (figura suplementaria 4). 

 Es importante destacar que el fragmento Fc de IgG puede unirse a varios receptores 

inhibitorios en linfocitos B, como el receptor FcγRIIb (CD32b) (Brauweiler y Cambier, 2003) 

y éste pudiera tener un rol en la inhibición de la secreción de IL-10 por fragmentos Fc. 

Ensayos de nuestro grupo, en los que se utilizó un anticuerpo bloqueante anti-FcγRIIb, 

demostraron que la disminución en la secreción de IL-10 inducida por fragmentos Fc 

agregados no depende de su unión a FcγRIIb (figura suplementaria 5). Sería importante 

determinar la participación de otros receptores para anticuerpos y vías de señalización en la 

acción de fragmentos Fc sobre la secreción de citoquinas en linfocitos B.  
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En síntesis, estos resultados sugieren que las vías activadas tras la estimulación de los 

receptores TLR9 y CD40 son las principales vías inhibidas por la acción de los receptores 

Siglec 2 y/o Siglec 10 en cuanto a la expresión y secreción de IL-10. En tanto, la activación de 

las células B tras la estimulación del BCR, sería regulada principalmente a través del receptor  

Siglec 10, pero no por Siglec 2, lo que sugeriría que Siglec 10 tiene un mayor espectro de 

acción sobre las diferentes vías de activación descritas en la producción de IL-10.  

La utilidad de usar fragmentos Fc agregados en nuestro trabajo para activar los 

receptores Siglec 2 y Siglec 10 permitió una mayor comprensión sobre el rol de estos 

receptores en la modulación de citoquinas como IL-10, principalmente en linfocitos B 

transicionales, los que tienen un rol protagónico en la protección de enfermedades autoinumes 

(Yang et al, 2013). Nuestros resultados generan antecendentes complementarios al 

entendimiento de cómo las porciones de Fc de IVIg, ricas en ácido silico, modulan las 

respuestas de linfocitos B cuando estos concentrados de Igs son administrados en forma 

terapéutica. Si bien las propiedades de IVIg son dependientes de la acción tanto de la región 

F(ab′)2 como de la porción Fc sobre diferentes células dianas del sistema inmune (Schwab y 

Nimmerjahn, 2013), su efecto sobre linfocitos B se le atribuye principalmente a la porción Fc 

y, últimamente, a la interacción que tiene con los receptores inhibitorios de los linfocitos B 

(Mitrevski et al., 2015). Todos los antecendentes del impacto de IVIg en células B han 

permitido comprender, en cierto modo, el rol que tienen estas moléculas en enfermedades en 

las que los linfocitos B son los protagonistas, principalmente por sus atribuciones en la 

producción de anticuerpos, presentación antigénica y producción de citoquinas, pero cabe 

destacar que aún falta conocimiento del potencial de IVIg, y principalmente sobre la 

modulación de linfocitos B por las porciones Fc ricas en ácido siálico. Finalmente, el impacto 

de estos resultados nos hacen pensar que si los fragmentos Fc agregados modulan el sistema 
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inmune a través de receptores Siglecs en linfocitos B, podrían ser una alternativa terapéutica al 

uso de IVIg, como recientemente lo propone el grupo de Bosques, el que promueve el uso de 

porciones de Fc recombinantes con altas cantidades de ácido siálico como una opción en 

enfermedades autoinmunes (Whasburn et al., 2015). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9: Siglec 2 y Siglec 10 inhiben la producción de IL-10, especialmente aquella 

activada vía CD40, en linfocitos B transicionales. La presencia de fragmentos Fc, ligandos 

de Siglec 2 y Siglec 10, inhiben la secreción y expresión de IL-10 en linfocitos B 

transicionales, activados predominantemente vía CD40.  
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CONCLUSIONES 

 

1.- Siglec 2 y Siglec 10 se expresan en poblaciones de linfocitos B humanos de memoria, 

vírgenes y transicionales, tanto en reposo como tras ser activados a través de sus receptores 

TLR9, BCR y CD40. 

 

2.- La mayor secreción de IL-10 por linfocitos B activados vía TLR9, BCR y CD40 se obtuvo 

a las 48 horas de cultivo, y los linfocitos B transicionales son los principales responsables de 

tal producción. 

 

3.- Fragmentos cristalizables de IgG humana agregados por calor disminuyen la secreción y 

expresión de IL-10 en linfocitos B humanos activados vía TLR9, BCR y CD40. 

 

4.- Los receptores Siglec 2 y Siglec 10 median parcialmente una inhibición de la secreción y 

expresión de IL-10 en linfocitos B humanos, especialmente cuando éstos son activados a 

través del receptor CD40. 
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Figura suplementaria 1: El uso de fragmentos Fc de IgG humana agregados por calor 

disminuye la expresión y secreción de TNF-α  pero no de IL-6 por linfocitos B activados. 

Linfocitos B cultivados por 48 horas en presencia de 3 ug/mL de CpG, 5 ug/mL de 

anticuerpos anti-BCR, una combinación ambos, o de la línea celular NIH3T3 que expresa 

A 
	

B 
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CD40L a razón de 1:10, entre células 3T3-CD40L y células B, en presencia (barra rojas) o 

ausencia (barra verdes) de fragmentos Fc de IgG agregados por calor (Fc agg) o bien dejados 

sin estímulo (Ctrl) (barra gris) fueron analizados para la secreción de IL-6 (A, n=4) y TNF-α 

(B, n=4) por ELISA, corregida por el número de células vivas al final del cultivo * p <0,05,   

** p<0,01, versus Ctrl. Prueba t de Student de dos colas para muestras pareadas. Resultados 

no publicados de la tesis de Magíster de Elianet Fonseca.  
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Figura suplementaria 2: La expresión del complejo principal de histocompatibilidad II 

(MHC II) y de CD86 en linfocitos B activados vía BCR no varían cuando fragmentos de 

Fc de IgG humana son agregados al cultivo. Linfocitos B cultivados por 48 horas en 

presencia  de 5 ug/mL de anticuerpos anti-BCR, en presencia o ausencia de fragmentos Fc de 

IgG agregados por calor (Fc agg) o bien dejados sin estímulo (Ctrl) (barra gris) fueron 

analizados para la expresión de MHC II (A, n=10) y CD86 (B, n=10) por FACS. Prueba t de 

Student de dos colas para muestras pareadas. Resultados no publicados de la tesis de Magíster 

de Elianet Fonseca.  
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Figura suplementaria 3: Inhibición de SHP-1/2 restituye parcialmente la producción de 

IL-10 suprimida por fragmentos Fc de IgG agregados, en linfocitos B estimulados a 

través del BCR. Linfocitos B no estimulados (SE) o activados con un anticuerpos anti-BCR 

(α-BCR) fueron cultivados en presencia o ausencia de fragmentos Fc agregados por calor (Fc 

agg) y de un inhibidor de SHP-1 y SHP-2 (NSC). n=4, *p<0,05, **p<0,01. Prueba de 

Wilconxon. Resultados no publicados de la tesis de pregrado de Ashley Ferrier. 
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Figura suplementaria 4: Inhibición de SHIP-1 restituye la producción de IL-10 

suprimida por fragmentos Fc de IgG agregados, en linfocitos B estimulados a través del 

BCR. Linfocitos B no estimulados (Ctrl) o activados con anticuerpos anti-BCR (α-BCR) 

fueron cultivados en presencia o ausencia de fragmentos Fc agregados por calor (Fc agg) y de 

un inhibidor de SHIP-1 (3AC). La secreción de IL-10 medida por ELISA se expresa como 

veces de inducción en su producción en relación a las células no estimuladas. n=7, *p<0,05. 

Prueba t de Student de dos colas para muestras pareadas. Resultados no publicados de la tesis 

de pregrado de Ashley Ferrier. 
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Figura suplementaria 5: Inhibición de FcγIIb no restituye la producción de IL-10 

suprimida por fragmentos Fc de IgG agregados, en linfocitos B estimulados a través del 

BCR. Niveles de IL-10 secretados por linfocitos B estimulados 48 horas mediante anticuerpos 

anti-BCR (α-BCR), en presencia de fragmentos Fc de IgG agregados (Fc agg) y un fragmento 

F(ab)’2 de un anticuerpo bloqueante del receptor FcγIIb (α-CD32). La secreción de IL-10 

medida por ELISA se expresa como veces de inducción en su producción en relación a las 

células no estimuladas (n=11). *p<0,05, **p<0,01 . Prueba t de Student de dos colas para 

muestras pareadas. Resultados no publicados de la tesis de pregrado de Ashley Ferrier. 

 

 

 

 

 

 

 



76 

CONSENTIMIENTO INFORMADO 

 

	
 



77 



78 

	



79 

ACTA DE APROBACIÓN POR COMITÉS DE ÉTICA  

 

	



80 

 

	



81 

	



82 

	



83 

PUBLICACIONES 

 

 



84 

	



85 

 



86 

 



87 

 



88 

 



89 

 



90 

 



91 

 
 
 
 
 



92 

RESUMEN DE TRABAJOS EN CONGRESOS NACIONALES E 

INTERNACIONALES 

 
IL-10 secretion on B cells is regulated by Siglec 2 and Siglec 10 receptors. Berendsen, J., 
Ferrier, A., Aravena, O., Pino-Lagos, K.,Aguillón, JC.,Soto, L.,Catalán, D.Society for Cell 
Biology XXVIII Annual Meeting. Puerto Varas-Chile. 26-30 Octubre 2014 

Decreased activation-induced TIM+ and IL-10+ B cells in systemic sclerosis patients. 
Aravena O., Ferrier A., Fonseca E., Vega P., Berendsen J., Pino-Lagos K., Aguillón JC., Soto 
.L, Catalán D.Society for Cell Biology XXVIII Annual Meeting. Puerto Varas-Chile. 26-30 
Octubre 2014 

Activated b cells expressing TIM-1 inhibit inflammatory t cell responses and induce Foxp3+ T 
cells Aravena O., Ferrier A., Fonseca E., Vega P., Berendsen J., Cerda A., Pino-Lagos K., 
Aguillón JC., Soto L., Catalán D. Society for Cell Biology XXVIII Annual Meeting. Puerto 
Varas-Chile. 26-30 Octubre 2014 

 


