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1. Resumen

La Artritis Reumatoide (AR) es una enfermedad sistémica autoinmune cronica en cuya
inmunopatogenia los monocitos cumplen un rol fundamental en el desarrollo y
perpetuacion de la enfermedad, siendo un potencial blanco de estudio para su
regulacion. Los linfocitos B reguladores (Bregs), una subpoblacién de células capaces
de modular respuestas inflamatorias que favorecen la homeostasis inmune, presentan
diversos mecanismos reguladores, siendo la secrecion de interleuquina-10 el principal
de ellos. La funcién de los Bregs sobre linfocitos T ha sido ampliamente descrita, pero
poco se conoce de la modulacién sobre otras células del sistema inmune como
los monocitos. Por otro lado, el receptor TIM-1, cuyos ligandos celulares son TIM-1y
TIM-4, ha sido descrito como un marcador de Bregs y como molécula critica en su
funcion. Junto con ello, también se ha demostrado la importancia de PD-1 y sus
ligandos PD-L1 y PDL-2 en dicha funcion. A la fecha, se han descrito diversas
alteraciones en la frecuencia y en la funcionalidad de los Bregs en autoinmunidad,
pero poco se conoce de la participacion de TIM-1, PD-1y sus ligandos en estas
alteraciones. En base a esta evidencia, nosotros proponemos que linfocitos B
reguladores de pacientes con AR presentan una capacidad reducida pararegular
la funcién de monocitos a través del eje TIM-1/TIM-4 y del eje PD-1/Ligandos de
PD-1 en comparacién a controles sanos. En este trabajo demostramos que los
linfocitos B reguladores son capaces de modular la funcion de monocitos tanto por
factores solubles como por interacciones célula a célula, en donde PD-L1 cumple un
rol fundamental y TIM-1 podria tener un papel similar. Finalmente, demostramos que
los Bregs de pacientes con AR presentan una menor capacidad reguladora sobre los
monocitos y esto puede ser debido a que presentan una menor frecuencia de linfocitos
B TIM-1 en sangre periférica y menor capacidad de respuesta a su induccion. Estas
alteraciones contribuirian a la pérdida de tolerancia subyacente a esta enfermedad,
permitiendo que los monaocitos retroalimenten positivamente el ciclo inflamatorio en la
AR. Con este trabajo contribuimos con nuevos antecedentes en los mecanismos
ejercidos por las Bregs sobre los monocitos, estando estos alterados en AR,

estableciendo nuevos blancos para una potencial terapia tolerizante.



2. Abstract

Rheumatoid Arthritis (RA) is a chronic autoimmune systemic disease in whose
immunopathogenesis monocytes play a fundamental role in the development and
perpetuation of the disease, being a potential target of study for its regulation. In this
line, regulatory B cells (Bregs), a subpopulation of cells capable of modulating
inflammatory responses that favor immune homeostasis, present various regulatory
mechanisms, the main one being interleukin-10 secretion. The function of Bregs on T
cells has been widely described, but little is known about the modulation on other cells
of the immune system such as monocytes. On the other hand, the TIM-1 receptor,
whose cellular ligands are TIM-1 and TIM-4, has been described as a Bregs marker
and as a critical molecule in its function. Along with this, the importance of PD-1 and its
ligands PD-L1 and PDL-2 in said function has also been demonstrated. To date,
various alterations in the frequency and functionality of Bregs in autoimmunity have
been described, but little is known about the participation of TIM-1, PD-1 and their
ligands in these alterations. Based on this evidence, we propose that regulatory B cells
from RA patients have a reduced ability to regulate monocyte function through the TIM-
1/TIM-4 axis and the PD-1/PD-1 Ligand axis in comparison to healthy controls. In this
work, we demonstrate that regulatory B cells are capable of modulating monocyte
function both by soluble factors and by cell-to-cell interactions, where PD-L1 plays a
fundamental role and TIM-1 could have a similar role. Finally, we show that Bregs from
patients with RA have a lower regulatory capacity on monocytes and this may be due
to the fact that they have a lower frequency of TIM-1 B cells in peripheral blood and a
lower capacity to respond to their induction. These alterations would contribute to the
loss of tolerance underlying this disease, allowing monocytes to positively feedback the
inflammatory loop in RA. With this work we contribute with new information on the
mechanisms exerted by Bregs on monocytes, these being altered in RA, establishing

new targets for a potential tolerizing therapy.



3. Introduccion

3.1. Artritis Reumatoide

La Artritis Reumatoide (AR) es una enfermedad sistémica autoinmune cronica
caracterizada por una inflamacion del tejido sinovial, que conduce a un destruccion
progresiva del cartilago y hueso articular (1), es una enfermedad invalidante e
incurable, que afecta la calidad y la expectativa de vida quienes la padecen. A nivel
mundial presenta una prevalencia de 0,1 a 2,0%, mientras que en Chile esté estimada
en un 0,46% (2)

3.1.1. Factores de riesgo para el desarrollo de la AR

Varios factores genéticos y ambientales se han asociado con un aumento riesgo de
artritis reumatoide (AR). Entre estos, las asociaciones mas fuertes se tienen
identificado el género, la susceptibilidad genética, exposicion a factores externos
ambientales y composicion de la mucosa-microbiota. Entre las asociaciones genéticas
mas relevantes se encuentra el antigeno leucocitario humano gen (HLA)-DR, en
particular HLA-DRB1 (3). Esta asociacion ha sugerido un rol para las células
presentadoras de antigenos (APC) que comandan la seleccién del repertorio de
células T, asi como su hiperactivacion en la patogenia de la AR, por ejemplo,
aumentando la presentacion de péptidos alterados incluyendo proteinas citrulinadas,
consideradas factor de riesgo en esta enfermedad (4).

Varios factores ambientales, incluidos el tabaquismo, la dieta y otros factores
relacionados con el estilo de vida se han asociado a la AR (5). Uno de los problemas

ambientales mejor documentados como factores de riesgo para la AR es la exposicion
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al tabaco. Varios estudios han identificado una asociacion consistente con AR e
informo6 que fumar puede conducir a un aumentar 2 veces el riesgo de desarrollar la
enfermedad (6). Se cree que fumar induce estrés de tejido en la mucosa pulmonar que
conduce a un aumento en las modificaciones postraduccionales de péptidos, incluida
la citrulinacion, y en consecuencia la generacion de anticuerpos contra proteinas
citrulinadas (anti-CCP) (7). Ademas de los anticuerpos anti-CCP, el autoanticuerpo RF
esta presente en un estimado 80% de los pacientes con AR (8). Es interesante sefalar
gue estos anticuerpos se dirigen a proteinas que se distribuyen a lo largo todo el
cuerpo y no son especificos de las articulaciones, y no esta claro exactamente cémo

la pérdida sistémica de tolerancia conduce a la artritis dentro de las articulaciones.

3.1.2. Inmunopatologia de la AR

Se estima que los componentes genéticos como ambientales sefialados son los
posibles causantes del quiebre en la tolerancia inmune, estos componentes
provocarian la alteracion de la regulacién postranscripcional de proteinas propias.
Estas proteinas alteradas son posteriormente reconocidas por linfocitos T y B
autorreactivos que han escapado de los mecanismos de tolerancia central y periférica,
y por lo tanto se produce la ruptura en la tolerancia y conduciendo a la produccion de
autoanticuerpos por células plasmaticas (9). Estudios han demostrado que los
autoanticuerpos, producidos por los linfocitos B autorreactivos, estan presentes antes
del inicio de la inflamacion articular, lo que sugiere que la ruptura de la tolerancia y la
activacion de las respuestas inmunitarias que conducen al desarrollo de la AR ocurren

mucho antes del inicio de los sintomas clinicos (10).



Este desarrollo de autoantigenos y la ruptura de la tolerancia inmunolégica conduce a
la activacion de células residentes dentro de la articulacion y posteriormente una
cascada de eventos inmunes inflamatorios y el desarrollo de sinovitis, dafio del
cartilago y destruccion Osea. La sinovitis, corresponde al engrosamiento del
revestimiento sinovial, infiltracion de células inmunitarias innatas y adaptativas,
incluidos los monocitos, macréfagos, células dendriticas (DC), células asesinas
naturales (NK), linfocitos B, linfocitos T y células plasmaticas; la neovascularizacion y
la linfoangiogénesis. Este reclutamiento de células a la articulacién alimenta la
inflamacion local, creando una retroalimentacion positiva (11). (Fig. 1).

El reclutamiento de células innatas, en particular de neutréfilos, caracteriza la etapa
temprana de la AR. Los neutréfilos residentes en las articulaciones secretan proteasas,
prostaglandinas e intermedios reactivos del oxigeno, que contribuyen al dafio tisular
dentro de este 6rgano (12). Los neutréfilos también secretan quimiocinas CCL2 y
CXCL8, responsables de reclutamiento adicional de monocitos y neutrofilos

respectivamente (13).



Macrofagos residentes y derivados de monocitos reclutados por neutréfilos en el
sinovio produce varias citoquinas, incluidas TNFa, IL-1 e IL-6 (14). TNFa y IL-1 impulsa
la produccién de citoquinas y quimioquinas proinflamatorias, y la regulacion positiva
de moléculas de adhesion en células endoteliales vasculares y fibroblastos sinoviales
(FLS) dentro del sinovio que conduce a un mayor reclutamiento y retencién de
leucocitos circulantes (15). IL-6 es un factor de crecimiento y promueve la célula B
diferenciacion y produccion de autoanticuerpos (16). Ademas, DC residentes de la
articulacion, contribuyen a la inflamacion local y al reclutamiento de leucocitos a traveés
de la produccion de citoquinas y también presentan autoantigenos a los linfocitos T

autorreactivos (17).
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Figura 1. Inmunofisiopatologia de la AR. Las interacciones dependientes de la co-
estimulacién entre las células dendriticas, linfocitos T y linfocitos B ocurren
principalmente en el ganglio linfatico; estos eventos generan una respuesta
autoinmune a las proteinas propias que contienen citrulina. En la membrana sinovial

y la médula 6sea adyacente, las vias inmunitarias innatas y adaptativas se integran
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para promover la remodelacion y el dafio de los tejidos. Los bucles de
retroalimentacion positiva mediados por las interacciones mostradas entre leucocitos,
monocitos, fibroblastos sinoviales, condrocitos y osteoclastos, junto con los productos
moleculares del dafio, impulsan la fase crénica en la patogenia de la artritis
reumatoide. DAMP Patron molecular asociado a dafio Dkk-1 dickkopf-1, FCR receptor
FC, FGF factor de crecimiento de fibroblastos, GM-CSF Factor Estimulador de colonias
de Granulocitos y Macréfagos, IFN-a Interferén-a, MMP metaloproteinasas de Matriz,,
PAMP Patron molecular asociado a patdégeno, PAR2 receptor 2 activado por proteasa,
RANKL Ligando de receptor activador para el factor nuclear k B, TGF-$ factor
transformador de crecimiento, ThO Linfocito T helper tipo 0, Th1l Linfocito T helper tipo
1, Th1l7 Linfocito T helper tipo 17, TLR receptor tipo Toll, TNF-a Factor de necrosis
tumoral a, and VEGF facto de crecimiento vascular-endotelial. Modificada de Mclnnes

2011 (12).



La diferenciacion de los linfocitos T autorreactivos juega un papel importante en la
conduccion de la AR, formando parte de la respuesta inmune adaptativa que comanda
la enfermedad (18). Una vez reclutadas a la articulacion, estos linfocitos T en respuesta
al autoantigeno presentado por las DC, macrofagos y otras células presentadoras de
antigenos, se diferenciaran en T helper 1 (Thl) y células T helper 17 (Th17), que
producen IFN-y e IL-17 respectivamente y contribuir a la inflamacién y al dafio tisular
(19). En patrticular, se ha demostrado que la IL-17 producida por los Th17 activa a los
fibroblastos sinoviales, condrocitos y osteoclastos, lo que resulta en la degradacion del
cartilago y la erosiéon 6sea (20). Mas aun, se ha reportado que existe un bajo o nulo
reclutamiento de linfocitos T reguladores (Tregs), células relevantes en la mantencion
de la tolerancia (21).

Los linfocitos B contribuyen a la patogenia de la AR a través de la presentacion de
antigenos, produccion de autoanticuerpos y secrecion de citoquinas proinflamatorias
(22,23). Los autoanticuerpos impulsan la erosion 6sea y osteoclastogénesis; Los
pacientes anti-CCP positivos tienen erosiones mas profundas que los pacientes con
AR anti-CCP negativos (24). La formacion de complejos inmunes por autoanticuerpos
impulsa la sinovitis a través de la activacibn de macrofagos, y aumenta la
osteoclastogénesis mediante la activacion de los osteoclastos a través de la union de
receptores Fc (25). La supervivencia de los linfocitos B se mantiene gracias a las
abundantes cantidades de BAFF, APRIL e IL-6 producidos por FLS residente conjunto,
macroéfagos y ceélulas estromales, linfocitos infiltrados, monocitos y células dendriticas
(26,27). Mas recientemente, se ha descrito una funcion reguladora ejercida por los

linfocitos B a través de la secrecion de la citoquina antiinflamatoria IL-10, TGF- o la
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expresion de moléculas con funciones supresoras, entra otras, (células B reguladoras,
Bregs) (28). El rol de linfocitos B reguladores en autoinmunidad y en particular en AR

se detallara mas adelante.

Una de las células infiltrantes al sinovio con un importante rol en el inicio, mantencion
y con gran actividad en la inflamacion sinovial son los Monocitos. Estos son
principalmente quimioatraidos mediante CCL2 (MCP-1) y CXC3CL1 (fractalquina)
secretadas por los FSL reclutandolos al sinovio.(29) Estos monocitos activados
aumentan su expresion de moléculas antigénica y de adhesién y entran en un circulo
de cooperacion con otras células del microambiente favoreciendo la propagacion de la
AR. Monocitos intermedios (CD14highCD16+), que se encuentran aumentados en
sangre periférica de pacientes con AR, pueden madurar finalmente a macrofagos tipo
M1 criticos en la inflamacion del sinovio 0 a adoptar caracteristicas de APC (30)(31).
Finalmente los monocitos clasicos (CD14highCD16-) son capaces de diferenciarse a
osteoclastos mediante RANKL, células responsables de la erosibn en las
articulaciones en AR(32). Debido al amplio alcance de los monocitos en la
inmunopatologia de la AR, es importante estudiar que mecanismos regulatorios
podrian modular su respuesta y si estos se encuentran alterados, como se mencioné
anteriormente los linfocitos B pueden cumplir un papel regulador y debido a los
diversos mecanismos que poseen para ejercer su funcion, han sido un importante

blanco de investigacion en los ultimos afos.

10



3.2.Linfocitos B reguladores

Como bien se indicé, a lo largo de los afios se le ha asociado un rol inmunoregulador
a los linfocitos B, esta idea surgido cuando se observé que ratones deficientes en
linfocitos B son incapaces de recuperarse de encefalomielitis autoinmune experimental
(EAE)(33). Estudios posteriores demostraron que esta capacidad reside en una
poblacion de linfocitos B secretores de IL-10, que generaban proteccién en algunas
enfermedades autoinmunes, tales como; EAE, enfermedad inflamatoria intestinal y
artritis inducida por colageno (CIA) (34,35). Dada esta caracteristica en la actualidad
estas células son llamadas linfocitos B reguladores o Bregs.

Se ha demostrado que la IL-10 derivada de Bregs inhiben la generacién de respuestas
del tipo Thly Th17 en modelos de EAE (36), y respuesta Thl en CIA (35), a través de
la supresion de la IL-6 e IL-12 secretada por las células dendriticas (37). También, se
ha demostrado que las Bregs participan en la generacion de linfocitos T reguladores
Foxp3+, en donde la secrecion de interleuquina (IL)-10 y la expresién de las moléculas
co-estimuladoras CD80 y CD86 son necesarias para este fenomeno (38). Mas
recientemente, se demostré que ratones con CIA carentes de Bregs desarrollaban una
enfermedad més exacerbada con un incremento de las poblaciones Thly Thl7 y una

disminucién en la poblacién T reguladora. (39).

3.3.Identificacién de Bregs y sus mecanismos de regulacion

3.3.1. Marcadores moleculares de Bregs

Dado que se han descrito varios subtipos de células B con capacidades reguladoras,

el principal problema para estudio de los Bregs reside en la falta de un marcador unico
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que las identifique del resto, aunque inicialmente la mayoria de los estudios que
describieron los linfocitos B con propiedades reguladoras se realizaron con linfocitos
B tipo B-2 (35), aunque también existen reportes que le ha conferido actividad
reguladora a linfocitos B tipo B-1(40). Una de las primeras poblaciones secretoras de
IL-10 estudiadas son los precursores murinos de linfocitos B de la zona marginal T2
(T2-MZP Bregs), estudios in vivo muestran que estas células co-expresan una serie
de marcadores incluyendo IgM, IgD, CD19, CD21, CD23, CD24 y CD93, suprimen el
desarrollo de CIA y atenuan la severidad de lupus espontaneo (41,42). Por otro lado,
se ha descrito una poblacion de linfocitos B productores de IL-10 con capacidades
supresoras identificada como células CD19+CD5+CD1d+ (43), atribuyendo roles
similares a células CD19+CD5+Foxp3+ (44). En humanos, linfocitos B secretores de
IL-10 se encuentran en una frecuencia de 0.6 al 5.0% del total de las células
mononucleares (PBMC) de sangre periférica (45), y estan principalmente contenidas
en la subpoblacién de los linfocitos B transicionales, identificadas como células
CD19+CD24highCD38high, de ahi que esta combinacion de marcadores sea la mas

utilizada en células humanas.

3.3.2. Mecanismos requladores IL-10 independientes mediados por Bregs

Uno de los mecanismos principales por los cuales los linfocitos B mantienen la
homeostasis inmune es mediante la secrecion de IL-10, y como se mencion6
anteriormente, los define como subpoblacion de Bregs. Sin embargo, en los ultimos 5
afios, diversos mecanismos alternativos asoman como nuevos blancos de

investigacion para comprender cabalmente la funcion reguladora de los linfocitos B.
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La secrecion de TGF-B por Bregs, citoquina antinflamatoria que ha sido descrita como
un factor relevante en la induccién de linfocitos T reguladores (Tregs) Foxp3
(naturales) , y en conjunto con indoleamina 2,3-dioxigenasa (IDO), de linfocitos T
reguladores tipo 1 (Trl; inducibles) y linfocitos T productores de TGF-3 (Th3) (46). Por
otro lado, la expansion de Bregs mediante IL-21, genera una poblacion de linfocitos B
secretora de IL-10, secretores de IDO y Granzima-B (GrB), los cuales limitarian la
proliferacion de linfocitos T mediante la degradacion de la cadena { del receptor de
células T en un mecanismo GrB dependiente.(47). En este trabajo también se describid
esta poblacién de Bregs como CD25+, evento observado anteriormente por el grupo
de Lorenz en linfocitos B activados (48), los cuales utilizan como mecanismo de
inhibicion dependiente de IL-2 por los linfocitos B, principal mecanismo de inhibicion

descrito en células Tregs (49).

3.4.El eje PD-1/PD-L1 como mecanismo supresor empleado por Bregs

PD-1 es un receptor de membrana tipo 1 expresado en monocitos activados, DCs,
NKT, Linfocitos B y T. La interaccion de PD-1 con sus ligandos, PD-L1 y PD-L2,
desencadena sefales inhibidoras que disminuye las respuestas de sobrevida,
diferenciacion y secrecion de citoquinas proinflamatorias. Ademas de por gatillar
sefales inhibitorias reversas en su interaccion con PD-1 o CD80. Ambos ligandos se
encuentran altamente expresado en Tregs y estan involucrados en la induccion de mas
Tregs y en sus funciones supresoras(50-52). Esta evidencia genero diversas
investigaciones para descubrir funciones similares de PD-1 y sus ligandos en la

biologia de los Bregs.
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En el afilo 2014 el grupo Landay demostré que el bloqueo en conjunto del receptor de
IL-10 y de la interaccion PD-1/PD-L1 favorecia la proliferacion de linfocitos T CD4 y de
linfocitos T citotoxicos especificos para VIH en pacientes infectados con VIH,
sugiriendo un mecanismo sinérgico entre IL-10 y PD-L1 (53). En otro estudio se
observd que una poblacion de Bregs CD5hiPD-1+ se encuentra enriquecida en el
microambiente de carcinoma hepatocelular y de producir IL-10 tras la interaccion de
PD-1 con PD-L1, favoreciendo el crecimiento tumoral (54). También se demostré que
Bregs PD-1+PD-L1"9" se infiltran en tumores de tiroides y disminuyen la supervivencia
de linfocitos T CD4 + y CD8 +, un efecto que fue revertido al bloquear PD-L1 (55).
Interesantemente, en otro estudio se demostrd que IL-18 favorece la inmunosupresion
medida por Bregs en cancer pancreatico y que este fendmeno depende de la
interaccion PD-1/PD-L1 (56).

Por otro lado, se demostré que la transferencia adoptiva de linfocitos B PD-L1M al
modelo murino EAE da como resultado una enfermedad mas leve asociada con una
expansion reducida de las linfocitos Tfh, asi como una disminucién de anticuerpos IgG
antigeno-especificos y linfocitos Thl / Thl7 (57). En un estudio reciente, utilizando
lisados bacterianos se logré inducir una poblacion de linfocitos CD19+TIM-1+PD-1+
capaces de generar linfocitos Trl, fendmeno dependiente de la interaccion PD-1/PD-
L1 (58). En autoinmunidad, se han observado alteraciones en las poblaciones Bregs
PD-1%, PD-L1* y PD-L2* (59-61), especialmente en Artritis Reumatoide se observo
que la poblacién de linfocitos B PD-L1* con capacidad supresora sobre linfocitos T se
encuentra disminuida en pacientes sin tratar en comparacion a pacientes con

tratamientos efectivos (62). En conjunto, estos hallazgos indicarian un nuevo
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mecanismo regulador ejercido por los Bregs y que podria ser blanco de estudio para
otras interacciones celulares y para futura terapias dirigidas contra eje el PD-1 / PD-

L1.

3.5.TIM-1 como marcador de Bregs

La proteina de dominio de mucina e inmunoglobulina 1 de células T (TIM-1), pertenece
a la familia de moléculas TIM, caracterizada estructuralmente por un dominio de
inmunoglobulina del subtipo V en el extremo N-terminal, seguido de un dominio
mucina-Like, un solo segmento de transmembrana y una cola citoplasmatica de largo
variable (63) TIM-1 en los ultimos afios ha ganado relevancia en su rol en la respuesta
inmune (64). Esta molécula se encuentra expresada en diversas células del sistema
inmune, linfocitos T del perfil Th2, mastocitos, linfocitos T natural killers (NKT),
macréfagos y en células dendriticas (65). TIM-1 tiene como ligando natural a TIM-1y
TIM-4(66), este ultimo expresado en las células presentadoras de antigeno como
macréfagos y células dendriticas; y la fosfatidilserina presente en los cuerpos
apoptoticos (67).

Se ha reportado que la frecuencia de linfocitos B TIM-1+ se encuentra aumentada en
pacientes trasplantados de rifion que logran tolerar el érgano en ausencia de
inmunosupresion (68). En autoinmunidad, se ha observado que cerca del 90% de
células B transicionales expresan IL-10 y co-expresan TIM-1 y que, en comparacion a
controles sanos, pacientes con Esclerosis Sistémica (ES), presentan esta poblacion
disminuida e incapaz de suprimir respuesta T inflamatorias. (69). Ademas, se ha

observado que linfocitos B CD27+TIM-1+ son capaces de inducir linfocitos Tregs
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Foxp3+, dependiente de TGF-, y que una mayor frecuencia de esta poblacion sugiere
un mejor pronostico en pacientes con sindrome respiratorio agudo (70).

Mas aun, se han reportado evidencias sobre la importancia de TIM-1 en el efecto
regulador de los linfocitos B. El uso de un anticuerpo de baja afinidad agonista de TIM-
1 en ratones que padecen de EAE, disminuye drasticamente la severidad de la
enfermedad y este efecto se pierde en ratones deficientes de linfocitos B, observando
nuevamente la disminucion de severidad de la EAE cuando los animales son
reconstituidos con linfocitos B tratados con este anticuerpo. (71). Otros estudios han
mostrado que linfocitos B TIM-1+ murinos son capaces de inhibir la induccion de
linfocitos T CD4+ Th17, e inducir linfocitos T CD4+Foxp3+ y linfocitos T CD4+IL-10+
en mayor proporcion que linfocitos B TIM-1-, efecto dependiente del domino de mucina
del TIM-1 (72).

En la actualidad no existe claridad sobre como TIM-1 en linfocitos B humanos puede
regular un perfil antiinflamatorio ni como estarian interactuando con otras células del
sistema inmune.

3.6.Linfocitos B reguladores humanos y su rol en autoinmunidad

El estudio de linfocitos B reguladores en humanos lleva poco mas de 10 afios, los
primeros reportes se llevaron a cabo en el afio 2007 Duddy y colaboradores
demostraron que la activacion del CD40 en linfocitos B virgenes estimula la secrecion
de IL-10 (73). Esto fue confirmado posteriormente cuando se demostré que la
poblacion de linfocitos CD19+CD24highCD38high poseian la capacidad secretar altos
niveles de IL-10 cuando son estimuladas con CD40L en comparacion a las células B

naive y de memoria, e inhibir la produccion de IFN-y y de TNF-a por linfocitos T
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CD4+(74). Resultados similares se consiguen cuando los linfocitos B son estimulados
via TLR9 y BCR en cuanto a su capacidad de secrecion de IL-10 y caracteristicas
inhibitorias (75). Asi como también, la estimulacion de las células B via CD40 también
ha mostrado evidencia de inducir la secrecion de IL-10, células capaces de generar
linfocitos T reguladores de manera alo-especifica (76).

En relacion a la frecuencia o capacidad inhibitoria de los linfocitos B reguladores en
autoinmunidad se ha descrito que estos poseen una secrecion de IL-10 disminuida en
Esclerosis Mdultiple (73), algo similar ocurre en pacientes con lupus eritematoso
sistémico (SLE), cuyos Bregs presentan un habilidad alterada de producir IL-10 luego
de la activaciéon del CD40 (74). Sin embargo, otros reportes describen elevadas
frecuencias de Bregs, caracterizados como CD19+CD24highCD38high en pacientes
con enfermedades autoinmunes tales como SLE, y sindrome de Sjorgen en
comparacion a individuos sanos (45,77). En un trabajo previo de nuestro grupo,
pudimos observa una elevada frecuencia de Bregs en pacientes con Esclerosis
Sistémica, pero funcionalmente alterados, ya que dichos linfocitos expresaban y

secretaban menores niveles de IL-10 en comparacion a controles sanos (78).

3.7.Bregs en Artritis Reumatoide

El rol de los Bregs en la AR ha sido poco estudiado, evidencia reciente muestran una
correlacion positiva entre los niveles séricos del marcador de resorcion 6sea, CTX-1y
el porcentaje de linfocitos B CD5+ (79). También se ha visto alteraciones en la
frecuencia de Bregs CD5+CD1hi en pacientes con AR, donde dicha frecuencia se

encuentra correlacionada inversamente con el puntaje de actividad de la enfermedad,
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DAS28. (80). Utilizando TIM-1 como marcador de Bregs, Ma y colaboradores
observaron una disminucion en la frecuencia de esta poblacién en pacientes con AR
en comparacion a controles sanos, valores que se correlacionan positivamente con la
frecuencia de linfocitos T reguladores CD4+CD25+Foxp3 en dichos pacientes (81). En
cuanto la funcion de las Bregs en AR existe escasa evidencia documentada, un trabajo
mostré que los Bregs CD19+CD24highCD38high provenientes de pacientes con AR
son incapaces de generar Tregs, desde linfocitos T CD4+CD25-, y de inhibir el
desarrollo de linfocitos Th17, a diferencia de las Bregs provenientes de controles sanos

(82).

3.8.Interaccién de Bregs con Monocitos

Diversas evidencias han sido expuestas en como los Bregs pueden ejercer su funcion
reguladora, principalmente en su efecto sobre linfocitos T, generando Tregs Foxp3+y
Trl, o inhibiendo perfiles efectores Thl y Thl7, pero existe poca informacion acerca
de cédmo los Bregs pueden interactuar con las otras células coordinadoras de la
respuesta inmune y que su vez tienen un gran rol en la AR, como los monocitos. Existe
poca evidencia de la interaccién entre estos 2 tipos celulares, un estudio evalud el
efecto de linfocitos B sobre la diferenciacion de monocitos a células dendriticas,
mediante GM-CSF e IL-4, en presencia de agonistas del BCR y TLR9, observando una
disminucién en la expresion de moléculas coestimuladoras y de presentacion
antigénica en las DCs (83). Ademas otro grupo identific6 una poblacion de Bregs

CD19+CD38+CD23lowCD27- capaces de interferir en la diferenciacion de mo-DCs
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inmaduras hacia DCs maduras, efecto mediado parcialmente por CD62L, y otros
factores solubles o moléculas no identificadas a la fecha (84).

Resultados previos de nuestro laboratorio muestran que todas las subpoblaciones de
monocitos expresan TIM-4 (Fig. 2), por lo podria existir una interaccion por esta via
con los linfocitos B TIM-1+. Hasta la fecha no existen mayores antecedentes sobre la
modulacién en la interaccidon Breg-Monocitos, por lo que estudios con moléculas
recientemente descritas ayudaria a dilucidar de mejor forma la interaccidén entre ambas
poblaciones y determinar los mecanismos de regulacion involucrados entre estos dos

tipos celulares.

Clasicos
No Clasicos

mermedios  Figura 2  Expresiéon de TIM-4 en monocitos:
FMO

Histograma representativo de la expresion de TIM-4

en las subpoblaciones de monaocitos.

T
10 10

pox:

En base a los antecedentes anteriormente expuestos, 1) La Artritis Reumatoide es una
enfermedad autoinmune con gran impacto en la calidad de vida de los pacientes en
donde los monaocitos juegan un rol relevante en la Inmunopatogénesis; 2) los linfocitos
B reguladores son una poblacion celular relevante en la mantencion de la tolerancia
inmune; 3) El eje PD-1/Ligandos de PD-1 podria cumplir un rol relevante en la
regulacion mediada por Bregs 4) TIM-1, es capaz de identificar una subpoblacién de
Bregs, la cual se encuentra disminuida en autoinmunidad; 5) TIM-1 podria ser esencial

para la funcion reguladora y que 5) el ligando natural de TIM-1 es TIM-4 es expresado

en monocitos, células relevantes en el establecimiento y progresién de la AR,
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postulamos a los ejes PD-1/Ligandos de PD-1 y TIM-1/TIM-4 como mecanismo
reguladores relevantes en la interaccibn  Bregs-Monocitos, comunicacion que
permitiria contribuir en la mantencion de la tolerancia inmune, pudiendo encontrarse

estos mecanismos alterados en Artritis Reumatoide.
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4. Hipotesis
1. Los Linfocitos B regulan la activacion de monocitos a través mecanismos que

dependen de la interaccion TIM-1/TIM-4 y/o PD-1/Ligandos de PD-1.

2: La regulacion de la activacion de monocitos mediada por Linfocitos B reguladores

se encuentra alterada en pacientes con Artritis Reumatoide.
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5. Objetivo General
Estudiar la interaccion TIM-1/TIM-4 y PD-1/Ligandos de PD-1 como mecanismo de
regulacion inmune entre Linfocitos B reguladores y monocitos en controles sanos y en

pacientes con artritis reumatoide.

6. Objetivos Especificos

1. Evaluar el efecto de los linfocitos B reguladores sobre la funcion de monaocitos.

2. Determinar el efecto regulador de la molécula TIM-1 y de PD-1 con sus ligandos
TIM-4 y PD-L1/PD-L2, respectivamente, en la interaccion de linfocitos B
reguladores con monocitos

3. Determinar alteraciones en la comunicacion del eje TIM-1/TIM-4 y PD-1/PD-L1 y
PD-L2 entre linfocitos B reguladores y monocitos de pacientes con Artritis

Reumatoide.
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7. Metodologia

7.1. Reclutamiento y caracterizacion clinica de pacientes con AR

Se reclutaron 12 pacientes desde la Unidad de Dolor del Hospital Clinico de la
Universidad de Chile (HCUCH) y fueron evaluados por la reumatéloga Lilian Soto.
Previa firma de un consentimiento informado (Anexo) aprobado con el Comité de Etica
de la Facultad de Medicina (Anexo) y del HCUCH, se le extraeran 60 mL de sangre a
través de una puncion venosa.

Los pacientes con AR cumplian los siguientes Criterios de Inclusion: 1) Hombres o
mujeres mayores de 18 afios. 2) Personas capaces de entender y firmar el formulario
de Consentimiento informado. 3) Pacientes que cumplian con los criterios diagndsticos
de AR, del Colegio Americano de Reumatologia (ACR) 2010, recientemente
diagnosticados (<6 meses) y pacientes con la enfermedad establecida (>18 meses).
4) Pacientes que se encontraban en terapia modificadora de la enfermedad (DMARD),
tradicional o sintética, en las siguientes dosis: Prednisona dosis 10mg al dia 0 menos,
Metotrexato en dosis menores a 20mg/semanal. Hidroxicloroquina 200mg al dia o
leflunomida 20 mg al dia o sulfasalazina 2gr al dia.

Los Criterios de Exclusion para pacientes fueron: 1) Mujeres embarazadas o0 en
periodo de lactancia. 2) Personas que hubiesen recibido en los Ultimos 6 meses
inmunosupresion mayor. 3)Pacientes que hubiesen recibido una terapia biolégica anti-
CD20, cuya ultima dosis hubiese sido dentro de un periodo de 6 meses antes de la
recoleccion de muestra. 4)Pacientes que se encontraban participando en un estudio

clinico con alguna droga. 5) Pacientes con otra condicién reumatologica.
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7.2. Reclutamiento de Controles Sanos

Se obtuvieron 20 muestras de Buffy Coat desde el banco de sangre del HCUCH a
partir de controles sanos voluntario que firmaron el consentimiento informado

correspondiente (Anexo).

7.3. Extraccion de linfocitos B, Monocitos y de células mononucleares de

sangre periférica (PBMC) de pacientes con AR.

Previa lectura y firma del consentimiento informado (Ver Anexo) por parte de
cada paciente, aproximadamente 45 mL de sangre periférica fue obtenida por un
profesional capacitado y depositada en tubos heparinizados. Para la obtencion de
PBMC, 40 mL de la sangre obtenida se mezclé con un volumen equivalente de buffer
fosfato salino (PBS) (NaH2PO4 2,0 mM; Na2HPO4 10,0 mM; NaCl 1,55 M) y distribuyo
por igual en 3 tubos cénicos de 50 mL. Se agrego cuidadosamente bajo la muestra 15
mL de Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare Life Sciences, UK) para crear un gradiente
de densidad y se centrifugd a 1200 g por 20 minutos. Posteriormente se extrajo la
porcién mononuclear situada en la fase del centro de las 3 formadas, se unificaron las
3 porciones extraidas y se lavaron con buffer PBS centrifugando 5 minutos a 600g.
Luego se resuspendié las células en 10 mL de tampén PBS y se cuantificaron
utilizando el método de exclusion de azul tripAn en camara de Neubauer (Hausser
Scientific, EUA). A continuacién, se aparto para tincion fenotipica el volumen necesario
de suspension celular calculado para 7 millones de células. El volumen restante se
centrifugd por 5 minutos a 600g y se resuspendié en los 5 mL restantes de sangre

periférica, muestra denominada sangre optimizada. Posteriormente esta muestra se
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procesoé para la obtencion de linfocitos B y Monocitos mediante el uso del coctel de
enriqguecimiento por seleccion negativa RosetteSep® Human B cell Enrichment
Cocktail (StemCell, Canada) y RosetteSep® Human Monocyte Enrichment Cocktail
respectivamente, siguiendo las indicaciones del fabricante. La fraccién enriquecida en
linfocitos B o Monocitos se diluyd en buffer PBS suplementado con 2% v/v de suero
fetal bovino (SFB, Hyclone, EUA) y fue centrifugada por 5 minutos a 500g. El
precipitado celular se resuspendi6 en solucion de ACK (NH4CI 1,5 M; KHCO3 0,1 M;
Na2-EDTA 1,0 mM) y se incubd durante 5 minutos a temperatura ambiente para lisar
remanentes eritrocitarios. Luego, las células se centrifugaron por 5 minutos a 500g,
resuspendidas en PBS-SFB 2% v/v, y se cuantificaron utilizando el método de
exclusion de azul tripdn en camara de Neubauer. Posteriormente, la muestra se
centrifugd a 900 rpm por 10 minutos, para la eliminacién de plaquetas. Finalmente, el
precipitado se resuspendiéo en medio de cultivo (RPMI-SFB 10% P/S 1x para su

posterior uso.

7.4. Extraccion de linfocitos B, Monocitos y de células PBMC de controles

sanos.

Muestras de concentrados leucocitarios (buffy coats) de sangre periférica de
donantes sanos fueron obtenidas del Banco de Sangre del Hospital Clinico de la
Universidad de Chile, bajo los protocolos establecidos por dicha institucién y en base
a donantes que aceptaron participar del proyecto previa lectura y firma de un
consentimiento informado (Ver Anexo). Para la obtencién de PBMC, se utiliz6 1 mL del

concentrado leucocitario y se procesO de igual forma que la sangre periférica de
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pacientes. Para la obtencion de linfocitos B y Monocitos, el volumen restante del

concentrado se proceso de igual forma que la sangre optimizada de pacientes.

7.5. Induccion de Linfocitos B reguladores

Linfocitos B aislados en el pase anterior fueron cultivados a una densidad de 1x106
células/mL en medio de cultivo en placas de 96 pocillos de fondo redondo. La
activacion se realiz6 agregando anticuerpos agonistas del BCR, AffiniPure Goat Anti-
Human IgG + IgM (H+L) (Jackson Immuno Research, EUA) a una concentracion de 10
pug/mL y CpG-B ODN 206 (Invivogen, EUA) a una concentracion de 3 pg/mL.
Paralelamente se cultivaron linfocitos B sin estimular en medio de cultivo por 48 horas
a modo de control. Las células se cultivaron durante 48 horas en condiciones estandar
(37°C y 5% CO2), pasado este tiempo los linfocitos son lavados con medio de cultivo

fresco.

7.6. Caracterizacion fenotipica y funcional de los Linfocitos B reguladores

Inducidos

7.6.1. Evaluacién de la secrecion de IL-10:

La cuantificacion de la citoquina IL-10 secretada por los linfocitos B se realiz6 mediante
un ensayo de ELISA tipo sandwich. Los anticuerpos de captura y deteccion, la
citoquina rhiL-10, y la enzima HRP conjugada con avidina fueron provistas por
eBioscience. En placas de 96 pocillos transparentes y con fondo plano MaxiSorp
(Nunc, USA) se incubd 1 ug/mL de anticuerpo de captura a 4°C durante una noche, se
lavd con PBS suplementado con Tween 20 (US Biologicals, EUA) al 0,05% v/v y se

dej6 blogueando con PBS suplementado con albumina de suero bovino (BSA;
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Rockland Immunochemicals, EUA) al 1% p/v. Luego de 2 hora de incubacion a
temperatura ambiente, la placa se lavd y cargé con las muestras previamente
descongeladas y con su respectiva curva de calibracion estandar, dejando en
incubacion por la noche a 4°C. Posteriormente, la placa se lavé y cargd con 1 ug/mL
de anticuerpo de deteccion y con avidina-HRP 1:500, se dej6 en incubacion por 1 hora
a temperatura ambiente y en oscuridad. Finalmente se lavé la placa y se agrego el
sustrato TMB (Biolegend) y se dej6 en incubacion en oscuridad hasta que los puntos
mas altos llegaron a una densidad 6ptica (DO), medida a 620 nm, de 0,6. Para detener
la reaccion enzimatica se agregdé H2SO4 1M, cambiando la solucion de color azul a
amarillo. Finalmente se midio la DO a 450 nm, normalizada con la DO a 620 nm, en

un lector de absorbancia para placas (Tecan, Suiza).

7.6.2. Cuantificaciéon de niveles de mensajero mediante gPCR

A partir de 5x10° linfocitos B o iBregs se extrajo el RNA total utilizando el kit RNeasy
Mini Kit (Qiagen, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante, posteriormente
fue evaluada la concentracion, integridad y pureza del material genético obtenido
mediante espectrofotometria de microvolumen. EI material obtenido fue luego
convertido a cDNA mediante iScript cDNA Synthesis kit (Bio-Rad, EUA). Finalmente
se realizaron qPCRs en el equipo Mx3000p gPCR System (Agilent Technologies, EUA)
utilizando las condiciones 6ptimas para cada par de partidores. Se utilizdé el método
del delta Ct para la variacion de expresién de cada gen y el posterior calculo de
variaciones relativas (Fold Change = 2-22CT) ysando GAPDH como housekeeping. En

la tabla | se enlistan los partidores utilizados.
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Moléculas Secuencias
IL-10 F:5 CTCATGGCTTTG TAGATGCC 3
R: 5 CTCATG GCTTTG TAGATGCC &
TGF-B F: 5 CCC AGC ATC TGC AAAGCTC 3’
R: 5 GTC AAT GTACAGCTGCCGCA %
TIM-1 F:5 CTT AAG CCT CAT CCTACATCT GG &
R: 5 GTG GCA GGG TAG TGT GACAG ¥
GAPDH F: 5 GTC TCC TCT GACTTC AACAGC G ¥
R: 5 ACCACCCTGTTGCTG TAGCCAA3J

Tabla 1 Lista de Partidores utilizados

7.6.3. Determinacion de la Expresiéon de moléculas de superficie por

citometria de flujo

Los anticuerpos utilizados en esta seccion fueron los siguientes: anti (a-) CD19 FITC,
a-TIM-1 PE, a-PD-1 BV605, a-PD-L1 BV650 y a-PD-L2 APC-Cy7(Biolegend, San
Diego, CA, EUA) la sonda de viabilidad utilizada fue FVD efluor 450 (ThermoFisher,
Waltham, MA, EUA) siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Las células obtenidas al final de las 48 horas fueron colocadas placas de 96 pocillos
con fondo cénico a una densidad de 2x108 células/mL, se centrifugaron a 5009 por 2
minutos a 4°C, y resuspendieron en PBS-SFB al 2% v/v. Luego, las células se
incubaron con los anticuerpos de superficie por 30 minutos, a 4°C y en oscuridad. Al
término de la incubacion las células fueron lavadas 2 veces con PBS + 2% SFB vivy
se resuspendieron en buffer FACS (BD Bioscience, USA) para su posterior adquisicion

en el citometro de flujo.
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Para todos los casos las células se adquirieron en el citdmetro de flujo LSRFortessa
usando el programa computacional FACSDiva (Beckton Dickinson, EUA) en el
Cytometry Facility Center del ICBM, UCH; el analisis posterior de los datos se realiz6

usando el programa el programa FlowJo 10 (Tree Star Inc, EUA).

7.6.4. Capacidad Inhibitoria de los Linfocitos B reqguladores

7.6.4.1. Co-cultivos de Linfocitos B con Linfocitos T

Linfocitos T CD4 fueron aislados a la par que los Linfocitos B desde un mismo
concentrado leucocitario mediante el uso del kit RosetteSep® Human CD4+ T cell
Enrichment Cocktail (Stemcell, Canada), utilizando el mismo protocolo para linfocitos
B, al final de la extraccién fueron lavados y resuspendidos en DMSO-SFB 10% para
su criopreservacion a -80°C durante el tiempo que se inducian los iBregs. A las 48
horas los linfocitos T fueron descongelados, marcados con CFSE segun
recomendaciones del proveedor y sembrados a una densidad de 1x10° células/mL en
placas de 96 pocillos fondo plano las cuales fueron previamente tratadas con el
anticuerpo anti-CD3 por 40 min, inmediatamente se agregan los linfocitos B o iBregs
obtenidos del mismo donante y se cultivaron por 72 horas en condiciones estandar. En
las ultimas 5 horas del cultivo, se agreg6 a cada condicién phorbol 12-myristate 13-
acetato (PMA) (Sigma-Aldrich, USA) a 50 ng/ml, ionomicina (o) (Sigma-Aldrich, USA)
a 1 yg/ml para estimular la produccién de citoquinas y brefeldina A (eBioscience, USA)
al 1x para inhibir la secrecion de éstas. Al término de las 72 horas las células son

recuperadas y preparadas para el siguiente procedimiento.
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7.6.4.2. Determinacion de citoguinas intracelulares mediante citometria de

flujo.
Las células obtenidas fueron tefiidas con el protocolo de tincién de superficie antes
mencionado utilizando los anticuerpos a-CD19 FITC y a-CD4 BV785; mas la sonda de
viabilidad, al finalizar se inicia el protocolo de tincion intracelular, para tales efectos,
las células fueron centrifugadas y resuspendidas en IC Fixation para su fijacion durante
30 min a RT, y posteriormente lavadas y resuspendidas en PermWash (ebioscience,
EUA), se agregaron los anticuerpo a-IL10 PE y a-TNF-a BV605 y se incubd por 40
minutos a RT. Una vez cumplido el tiempo de incubacion, las células se lavaron con
buffer de tincion y se resuspendieron en buffer FACS para su adquisicion en el

citbmetro.

7.7. Evaluacién del efecto de iBregs sobre monocitos.

7.7.1. Co-cultivos de Linfocitos B con Monocitos

Los monocitos obtenidos anteriormente fueron cultivados solos o co-cultivados en una
razon 1:4 en presencia de linfocitos B o iBregs autdlogos durante 72 horas en
condiciones estandar. Los co-cultivos fueron realizados en placas de 48 pocillos fondo
plano en condiciones clasicas (contacto) o en condiciones Transwell utilizando un poro
de 0.4um (Corning, EUA). Los monaocitos fueron ubicados en la camara superior y los
linfocitos B o iBregs en la inferior. Al finalizar las células fueron cosechadas para los

siguientes analisis o estudios.
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7.7.2. Deteccion de moléculas de superficie en Monocitos

Las células recuperadas al finalizar el co-cultivo fueron tefiidas siguiendo el protocolo
de tincidn se superficie y de viabilidad utilizando los siguientes anticuerpos, a-CD19
BV650, a-CD14 ACP-Cy7, o-CD86 FITC, a-TIM-4 PE y a-HLA-DR BV711;

posteriormente fueron llevadas al citometro de flujo.

7.7.3. Secrecion de IL-10 vy TNF-a por Monocitos activados

Los monocitos recuperados de las condiciones Transwell y solos fueron nuevamente
cultivados durante 24 horas en presencia de lipopolisacarido (LPS) a una
concentracion de un 1ug/mL. En las dltimas 5 horas de cultivo se agregé PMA e
lonomicina. Finalmente se recuperoé el sobrenadante y realizé la deteccion de IL-10 y
de TNF-a mediante test de ELISA utilizando los anticuerpos de captura y deteccién

correspondientes usando el protocolo antes descrito.

7.7.4. Expresion de IL-10 y TNF-a por Monocitos activados

Las células recuperadas de las condiciones clasicas y los monocitos solos fueron
estimuladas con LPS, segun el protocolo descrito anteriormente, agregando ademas
Brefeldina A en las Ultimas 5 horas de cultivo. Las células fueron cosechadas y tefiidas
con el protocolo de tincibn de superficie, viabilidad e intracelular utilizando los
anticuerpos a-CD19 FITC, a-CD14 APC-Cy7, a-IL-10 PE y a-TNF-a BV605. Finalizado

el protocolo las muestras fueron llevadas al citometro de flujo para su adquisicion.
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7.8. Determinacion del rol de TIM-1y PD-1y sus Ligandos en la interaccion

de Linfocitos B y Monocitos

7.8.1. Determinacién de TIM-1 y GAPD mediante Western Blot

A partir de 5x10° linfocitos B, iBregs o Huh7.5 se extrajo proteina total mediante el uso
de Buffer RIPA (Merck, Alemania) en presencia de inhibidores de proteasas
cOmplete™ Mini Protease Inhibitor Cocktail (Roche, Suiza). La concentracion de
proteinas obtenidas fue realizada mediante el uso del kit de BCA Protein Assay kit
(Thermo, EUA). Entre 10 y 30 pg de proteina fueron cargados en geles de acrilamida
al 12% y se resolvieron las proteinas realizando un SDS-PAGE. Una vez resuelto el
gel se realiz6 la transferencia himeda de proteinas a una membrana de nitrocelulosa
(Thermo, EUA) con amperaje constante durante 1.5 horas. Posteriormente, la
membrana fue bloqueada con una solucién de BSA al 5% durante 1 hora e incubada
con un anticuerpo anti-TIM-1 (PA5-20244, Thermo, EUA) durante la noche a 4°C.
Luego la membrana fue lavada en Buffer Tris salino con Tween al 0.05% (TBS-T) 3
veces durante 5 minutos e incubada con el anticuerpo Goat anti-Rabbit IgG (H+L) HRP
(Thermo, EUA) durante 1 hora a RT. Finalmente, la membrana fue lavada en TBS-T 5
veces durante 5 minutos y se utilizé el kit de quimioluminiscencia SuperSignal West
Pico Plus (Thermo, EUA) para el revelado la membrana en peliculas de
autoradiografia. Como control de carga se utilizé la deteccién de beta-actina (PA1-

16889, Thermo, EUA) utilizando este mismo protocolo.

7.8.2. Silenciamiento Génico de TIM-1 mediante magnetofeccion de si-RNA

Linfocitos B o células Huh 7.5 fueron sembradas en placas de fondo plano, y sometidas

el protocolo de Magnetofeccion de OzBioescience (OzBioscience. Francia), siguiendo
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las indicaciones del fabricante. EI material genético utilizado correspondia a ON-
TARGETplus Human HAVCR1 siRNA, ON-TARGETplus GAPD Control Pool y ON-
TARGETplus Non-targeting Control Pool todos adquiridos en Horizon (Horizon
Discovery, RU), las concentraciones utilizadas fueron determinadas
experimentalmente. Las células fueron incubadas por 48 horas en condiciones
estandar, al finalizar las células fueron cosechadas para el protocolo de extraccion de

proteinas y de Western Blot.

7.8.3. Co-cultivos de Monocitos con linea celular Huh 7.5 TIM-1 KD

Monocitos purificados fueron co-cultivados con la linea celular Huh 7.5 sin tratar, KD
para TIM-1 y tratada con siRNA sin blanco; a una razon de 10:1 durante 24 horas en
condiciones estandar, pasado este periodo de tiempo las células fueron tefiidas con el
protocolo de tincién de superficie para monocitos y evaluados mediante citometria de
flujo.

7.8.4. Blogueo de PD-1 y PD-L1 en co-cultivos.

Se realiz6 el mismo protocolo de co-cultivo utilizado en el punto 7.7.1 pero los iBregs
fueron incubados previamente durante 30 minutos en presencia de los anticuerpos
Ultra-LEAF™ Purified anti-human CD279 (PD-1) Antibody o Ultra-LEAF ™ Purified anti-
human CD274 (B7-H1, PD-L1) Antibody para bloquear PD-1 o PD-L1 respectivamente.
Se utilizo el isotipo Ultra-LEAF™ Purified Mouse 1gG1, k Isotype Ctrl Antibody
correspondiente, todos obtenidos desde BioLegend (Biolegend, EUA). Posterior la
incubacion, los iBregs fueron lavados y utilizados segun el protocolo sefialado de co-

cultivo.
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7.9. Estudios realizados en muestras de pacientes

7.9.1. Fenotipificacién de Linfocitos B, iBregs y Monocitos

En las muestras provenientes de pacientes se evalué mediante citometria de flujo la
frecuencia de frecuencia de subpoblaciones de linfocitos B: Naive (CD24*CD38%).
Memoria (CD24*CD38") y Transicional (CD24"CD38") en PBMC; y las moléculas de
superficie evaluadas en la induccién de iBregs. En monocitos se evalud la expresion

de CD14 y TIM-4 en PBMC.

7.9.2. Capacidad Inhibitoria de los Linfocitos B vy iBregs sobre monocitos

Se realizaron los co-cultivos siguiendo el protocolo indicado en 7.7.1 pero solo en las
condiciones clasicas. Posteriormente se evaludé la expresion de moléculas en los

monocitos siguiendo el protocolo en 7.7.2.

7.10. Anélisis estadisticos.

Todas las variables estimadas fueron sometidas a la prueba de normalidad Shapiro-
Wilks, y de acuerdo con el resultado se decidieron las pruebas estadisticas a aplicar
en cada caso si las variables presentaban una distribucién no normal o normal.

Para analizar las diferencias de una variable de intervalo entre dos grupos de datos en
un grupo de individuos, como la induccion de una molécula por estimulo, se aplicé la
prueba de Wilcoxon o una prueba t de student para muestras pareadas, segun
correspondiera. Para comparar variables continuas entre dos grupos de individuos,
como las comparaciones entre frecuencias de poblaciones o expresiones de una
molécula entre controles sanos y pacientes, se aplicé la prueba U de Mann-Whitney o

la prueba t de student para muestras no pareadas, segun correspondiera Para
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comparar una variable de intervalo dentro de 3 0 mas grupos de datos pareados
(variable nominal), como la expresion de una molécula en monocitos frente a diferentes
condiciones de co-cultivo, se aplico un test de Friedman o un test RM-ANOVA de una
via con post test de Tukey para realizar mdultiples comparaciones, segun
correspondiera Los datos se procesaron en el software Graphpad Prism version 7.0

(San Diego, CA, USA) para Windows.
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8. Resultados

Objetivo Especifico 1. Evaluar el efecto de los linfocitos B reguladores sobre la

funcion de monocitos.

Como aproximacion para abordar este objetivo, se evaluo el efecto de los linfocitos B
reguladores inducidos (iBregs) sobre el fenotipo de monocitos autélogos desde
controles sanos. Para llevar esto a cabo, previa firma del consentimiento informado, a
partir de concentrados leucocitarios provenientes del Banco de Sangre del Hospital
Clinico de la Universidad de Chile, se aislaron linfocitos B y monocitos mediante el uso
de kits de seleccién negativa (RosetteSep, Stemcell). Los iBregs fueron generados
activando el BCR y TLR9 de los linfocitos B con anti-BCR (10ug/ml) y CpG (3ug/ml)
durante 48hrs, comprobado mediante la expresion de TIM-1 en la membrana de los
linfocitos B, y de la secrecion de IL-10 (69), se evalu6 también los niveles de transcrito
de TIM-1, IL-10 y TGF-B (Figura 3). Bajo nuestro protocolo de induccién evaluamos
por primera vez la expresion de PD-1, PD-L1 y PD-L2, donde observamos un
incremento significativo de la frecuencia linfocitos B positivos para PD-1 y PD-L1 48
horas después de los estimulos en relacién a linfocitos B sin estimular, esto nos
permite complementar el perfil fenotipico de las Bregs diferenciadas ex vivo bajo
nuestro protocolo y estudiar este eje como un posible mecanismo que ejercen estas

células (Figura 4).
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Figura 3 Caracterizacion de linfocitos B reguladores inducides (iBregs) Linfocitos
B fueron estimulados con anti-BCR (10ug/ml) y CpG (3ug/ml) durante 48hrs, se evalué
el genotipo y fenotipo de los iBregs generados. Log2 del Fold Change de A) IL-10, B)
TGF-B y C) TIM-1 evaluado mediante qPCR, D) Secrecién IL-10 en sobrenadante
evaluado por ELISA, E) Frecuencia de linfocitos B TIM-1+. A-E, t test pareado, n=7 en

D, n=3 en A-C y E; * p<0.05, ** p<0.01, ****p<0.0001
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Figura 4 Expresion de PD-1y sus ligandos en Linfocitos B reguladores inducidos
(iBregs). Linfocitos B fueron estimulados con anti-BCR (10ug/ml) y CpG (3ug/ml)
durante 48hrs, se evalud la expresién de PD-1, PD-L1 y PD-L2 sobre células CD19+.
A) Dotplots representativos de la frecuencia de linfocitos B para los tres marcadores
B) Grafico acumulado de 4 experimentos independientes. t test pareado en cada

marcador, n=4; ** p<0.01 **** p<0.0001
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Una de las cualidades clasicas descritas para un Breg, es su capacidad de inhibir
respuestas T efectoras, tanto en su proliferacion como en su secrecion de citoquinas.
Evaluamos entonces esta capacidad de nuestras células inducidas en co-cultivos
iBregs o linfocitos B sin estimular, en co-cultivo con linfocitos T CD4+ aislados
activados policlonalmente con aCD3, en la figura 5 observamos que los iBregs son
capaces de inhibir la proliferacion y la expresion de las citoquinas IFN-y e IL-4 en
linfocitos T activados, de esta forma comprobamos que nuestro protocolo de

generacion de iBregs produce linfocitos con las capacidades regulatorias clasicas.
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Figura 5. Inhibicion de la respuesta efectoras en linfocitos T por iBregs: A)
histogramas representativos de la proliferacion en linfocitos T medido por el
decaimiento de CFSE en linfocitos T sin estimular, estimulados policlonalmente con un
anti-CD3 y estimulados en co-cultivo en presencia de linfocitos B sin estimular o con
iBregs. B) Dotplots representativos de la inhibicion en la expresiéon de INF-y en
linfocitos T proliferantes, en las condiciones antes descritas. C) representacion gréafica
de 3y 4 experimentos independientes de la expresiéon de IFN-y (izq.), IL-4 (med.) e IL-
17 (der.) en linfocitos T proliferantes en las condiciones antes indicadas, determinado
por citometria de flujo. RM-ANOVA de una via, n=3 0 4, * p<0.05
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Para evaluar el efecto de las Bregs generadas o inducidas (iBregs) sobre los
monocitos, estas fueron cosechadas y co-cultivadas junto a monocitos (Mo) del mismo
donante en una razon 4:1 (iBreg: Mo), ya sea manteniendo el contacto entre ambos
tipos celulares, o bien, impidiendo el contacto, aunque con intercambio de factores
soluble en placa de Transwell (Tw). Al tercer dia, se analiz6 la expresion de las
moléculas HLA-DR, CD14, CD86 y TIM-4 en los monocitos mediante citometria de
flujo. En la Figura 6 se presenta un esquema de la estrategia experimental empleada,
la seleccion de las poblaciones celulares y el histograma representativo de la expresion
de HLA-DR en los monocitos luego del co-cultivo iBregs:Mo, de manera de normalizar
los resultados y evidenciar las diferencias entre condiciones, se calculoé un porcentaje
de inhibicién en porcentaje, dado por la MFI de la expresion de HLA-DR en monocitos
cultivados en presencia de células B o iBregs, con relacién a la MFI de HLA-DR de

monocitos cultivados en ausencia de linfocitos B.

La figura 7 muestra la estrategia de seleccion de los monocitos (gating) en base a la
expresion de CD14 e histogramas de la expresion de las moléculas HLA-DR, CD14,

CD86 y TIM-4 en monocitos luego del co-cultivo con iBregs o células B sin estimular.

41



IL-10

.o \ _
M + ] 250K
be o E y
TIM-1- e?g‘\;é . .t' e 200¢ ]
= iBregs Monocitos 22259 72 hrs
—_—

1+
TIM-1 Cosecha de Mo,

% P ' tincién y FC
S % + - T
Linfocitos B "¢ { k.
‘\L // @0889. - Transwell S ol 0! FR
Oy

3 . " 10 1
_ F2 0. 09 o4pm Zombie Viability
Linfocitos B Monocitos

iBregs + Mo 10°4
B+ Mo El

Mo

. -
Histogramas 8.031
B E—

% Inhibicion = 100 (1 — A0 coite)

1004
0

T
10° 10° 10! 10°

CD14

[}

Figura 6. Esquema de estrategia experimental y analisis de datos. A partir de
linfocitos B aislados, se indujeron iBregs mediante la estimulacién del BCR y el TLR-9
durante 48 horas. Los linfocitos B y los IBregs fueron cosechados y junto a Monocitos
(Mo) se realizaron co-cultivos en condiciones contacto dependiente y contacto
independiente (Transwell) en una relacion 4:1 (B/iBreg: Mo), pasadas 72 se
cosecharon las células, se tifieron para marcadores de superficie y se visualizaron
mediante citometria de flujo (FC). En el analisis se consideraron las células vivas,
negativas para la sonda de viabilidad y se estudiaron los marcadores CD14, CD86,
TIM-4 y HLA-DR sobre la poblacién de monocitos CD14+, los valores del MFI de estas
moléculas en los monocitos co-cultivados fueron normalizados con el MFI en

monocitos sin co-cultivar calculando el porcentaje de inhibicion de la molécula blanco.
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Figura 7. Estrategia de gating y dot-plots representativos. A) Dot-plots
representativo para la evaluacion de células vivas negativas para la sonda zombie,
cosechadas luego de 72 horas de cultivo. B) Gating de Monocitos CD14* a partir de
células vivas. C-F) Histogramas representativos de la expresion de C) HLA-DR, D)
CD14, E) CD86 y F) TIM-4 en monocitos (celeste), monocitos co-cultivados con
linfocitos B (rojo) o iBregs (verde). Graficos representativos de 6 experimentos

independientes. FMO= Fluorescence minus one
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En la Figura 8A, se puede observar un histograma representativo en donde se
evidencia que los iBregs son capaces de inhibir la expresion de la molécula de
presentacion antigénica humana HLA-DR en monocitos en mayor medida que las
células B sin estimular. Para evaluar si el efecto inhibitorio observado fue debido a
factores solubles secretados por los linfocitos o dependiente del contacto entre ambos
tipos celulares se realizaron los co-cultivos de ambos en placas Tw, sistema que
permite cultivar dos tipos celulares previniendo el contacto entre ellos, estas camaras
poseen poros de 0.4um permitiendo el traspaso solo de factores solubles. Como
podemos observar hay una disminucién en la intensidad de fluorescencia media (MFI)
del HLA-DR en los monocitos en presencia de iBregs, pero en menor magnitud que en
placas normales (Figura 8B). En la figura 8C podemos observar que el efecto inhibitorio
es mayor en los monocitos cuando fueron co-cutivados con iBregs y que su efecto
regulador sobre monocitos es dependiente de contacto, ya que dicho efecto inhibitorio
disminuy6 significativamente cuando se realizaron los co-cultivos de ambos tipos
celulares cuando no restringi6é el contacto entre las iBregs y los monocitos. Al evaluar
la inhibicion de la expresion de las moléculas CD14, CD86 y TIM-4 expresadas en la
superficie de los monocitos se observo una inhibicién en la expresion en dichas las
moléculas, sin embargo, no se obtuvieron diferencias significativas entre las

condiciones evaluadas (Figura 9).
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Figura 8. Efecto de los iBregs sobre la expresion de HLA-DR en monocitos.
Monocitos (Mo) fueron co-cultivados por 72hrs en condiciones contacto dependiente y
contacto independiente en presencia de linfocitos B o iBregs, la expresiéon de HLA-DR
fue evaluada mediante citometria de flujo. A) Histograma representativo de co-cultivos
en placa normal, B) Histograma representativo de co-cultivo en placa Transwell Tw. C)
Grafico de inhibicion de la expresion de HLA-DR. RM-ANOVA de una via, n=6; * p<0.05

**p<0.01 ***p<0.0001
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Figura 9. Efecto de los iBregs sobre la expresion de CD14, CD86 y TIM-4 en
monocitos. Monocitos (Mo) co-cultivados por 72hrs en condiciones contacto
dependiente y contacto independiente en presencia de linfocitos B o iBregs, la
expresion de A) CD14, B) CD86 y C) TIM-4 fue evaluada mediante citometria de flujo.

RM-ANOVA de una via, n=6.
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Por otro lado, se quiso evaluar si las iBregs junto con inhibir la expresion de HLA-DR,
alteran la capacidad funcional de los monocitos, evaluado en base a su capacidad de
responder a la estimulacion del TLR4. Para ello, los monocitos recuperados desde los
co-cultivos Tw, fueron estimulados por 24 horas con lipopolisacarido de E. coli (LPS)
ligando del TLR4, posteriormente se determind la concentracion de las citoquinas TNF-
alpha e IL-10 en el sobrenadante de cultivo mediante la técnica de ELISA. Se observé
que los monocitos que fueron cultivados con iBregs, secretan niveles
significativamente menores de TNF-alpha e IL-10 en respuesta a LPS, que aquellos
que fueron cultivados en presencia de linfocitos B sin estimular, o bien, monocitos

estimulados solo con LPS (Figura 10).

Para determinar el efecto de las iBregs sobre la capacidad funcional de los monocitos
mediado por contacto, se propuso recuperar los co-cultivos de iBregs:Mo, o bien, B:Mo
para posteriormente evaluar la capacidad de secrecién de citoquinas de los monocitos
frente al estimulo del TLR4, sin embargo, esto no fue posible ya que al resuspender
para recuperar los monocitos los sobrenadantes los resultados obtenidos no fueron
consistentes, debido a que este procedimiento fue es altamente variable por el arrastre
de los linfocitos B entre experimentos, evidenciado por la presencia de dichas células
analizadas por citometria de flujo. Para poder responder nuestra pregunta y evitar este
ruido experimental, cambiamos la estrategia y analizamos mediante citometria de flujo
la expresion intracelular de las citoquinas en los monocitos, lo cual nos permite evitar
el efecto de los linfocitos B que obteniamos en los ELISAs. En la Figura 11 observamos

que existe una menor frecuencia de monocitos positivos a TNF-alpha e IL-10

48



provenientes de los co-cultivos con linfocitos Bregs en comparacion a los co-cultivos
con linfocitos B, 0 a los monocitos solos. En conjunto estos resultados indican que los
linfocitos B reguladores inducidos son capaces de inhibir la funcién de los monocitos,
independiente si existe un contacto entre estos 2 tipos celulares. Lamentablemente,
como se utilizaron 2 técnicas distintas para abordar esta interrogante no fue posible
comparar si la inhibicion contacto dependiente es mayor que la inhibicion mediada solo

por factores solubles.
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Figura 10 Evaluacion de la capacidad de los iBregs de alterar la funcién de los
Monocitos mediante factores solubles. Monocitos obtenidos desde co-cultivos
Transwell con linfocitos B o iBregs fueron estimulados por 24 hrs con LPS, el
sobrenadante fue recuperado y se evaluo la secrecion de A) TNF-a e B) IL-10 mediante

ELISA. RM-ANOVA de una via, h=4 * p<0.05
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Figura 11. Evaluacion de la capacidad de los iBregs de alterar la funcién de los
Monocitos en cultivos convencionales. Monocitos obtenidos desde co-cultivos
convencionales con linfocitos B o iBregs fueron estimulados por 24 hrs con LPS con
adicién de PIB las ultimas 5 horas de cultivo, se evalué mediante citometria de flujo
intracelular la expresion TNF-a e IL-10 en las células CD14. A) y B) Density plots
representativos de la frecuencia de monocitos TNF-a* e IL-10* respectivamente; C) y
D) Graficos acumulados de 3 cultivos independientes de la frecuencia de monocitos
TNF-a* e IL-10*. PIB: PMA, lonomicina y Brefeldina A. RM-ANOVA de una via, n=3 *

p<0.05 ** p<0.01.
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Objetivo Especifico 2 Determinar el efecto regulador de las moléculas TIM-1y
PD-1 con sus ligandos TIM-4 y PD-L1/PD-L2, respectivamente, en la interaccion

de linfocitos B reguladores con monocitos

Dado que observamos una disminucion significativa en la expresién de HLA-DR en
monocitos cultivados en presencia de iBregs, la cual estaria siendo mediada de
manera contacto dependiente, es necesario determinar las moléculas involucradas en
dicho fenémeno. Para ello, la propuesta original de este proyecto buscaba por un lado
develar el rol de TIM-1 en la interaccidbn con monocitos, por lo que se propuso el uso
de anticuerpos bloqueantes del receptor TIM-1 (anti-TIM1, clon 1D12). Como podemos
observar en la Figura 23 (Anexo), no fue posible obtener informacién de los monocitos
en el co-cultivo con células iBregs o células B mediante citometria de flujo, puesto que
hubo una baja o nula frecuencia de estos al final de las 72 horas de cultivo en presencia
de anti-TIM-1 (columna central), 0 en otros casos una caida drastica en la expresion
de HLA-DR en presencia del anticuerpo utilizado, ademas se comprobd que el isotipo
del anticuerpo generaba el mismo efecto (no mostrado en la figura), aparentemente
debido a la presencia de endotoxinas y azida en reactivos no aptos para cultivo celular
debido a la no disponibilidad en el mercado de un anti-TIM-1 disefiado para este fin.
Sin embargo, al utilizar el isotipo disefiado para cultivos, no se observd cambio alguno
(Figura no mostrada), comprobando con ello la aseveracién anterior, por lo cual nos

impidi6é su uso para descifrar este objetivo.
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Para poder abordar este objetivo y ante la carencia de inhibidores quimicos especificos
para este receptor, utilizamos RNA de interferencia para TIM-1 (si-RNA), de manera
que inhibir la expresiéon de TIM-1 en las células iBregs, evaluar su capacidad de
secrecion de IL-10 y su capacidad para inhibir la funcion de los monocitos.
Alternativamente, evaluamos los efectos de la linea celular Huh7.5, que expresa TIM-

1 (85), y su version silenciada, sobre monocitos.

Utilizamos la técnica estandar para detectar el silenciamiento génico a nivel de
expresion de la proteina blanco, Western Blot (WB), por lo que primero se debid
estandarizar la deteccion de TIM-1 en las células a utilizar, para ello se extrajo las
proteinas totales de los linfocitos B e iBregs, paralelamente a modo de control positivo
se extrajo las proteinas totales de la linea celular Huh7.5. Como podemos observar en
la figura 12B se identificé una banda con un peso molecular cercano a los 44 kiloDalton
(kDA) para la linea celular y otra banda a los 60kDa en los iBregs, estas bandas
coinciden con los pesos moleculares esperables segun el fabricante del anticuerpo,
estas diferencias entre ambos valores se explican por modificaciones
postraduccionales propias de TIM-1 en cada tipo celular. No se logré detectar TIM-1

en linfocitos B sin estimular a la concentracién utilizada (Figura 12A)

53



Una vez identificada TIM-1 por WB se procedid a establecer un protocolo de
silenciamiento génico. La propuesta de silenciamiento génico de un cultivo primario
presentd un gran desafio, esto debido al limitado niumero de linfocitos B que se
obtienen por muestra, a la disminucién de la viabilidad por las técnicas y a la posible
activacion de las células B al ser sometidas a los procedimientos y/o reactivos para

transfeccion.
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Figura 12. Expresion de TIM-1 en Huh 7.5, Linfocitos B e iBregs detectada
mediante Western Blot. A) Identificacion de TIM-1 en extracto proteico total linfocitos
B y linfocitos B reguladores inducidos. B) Identificacion de TIM-1 en extracto proteico
total de la linea celular Huh 7.5 y en linfocitos B reguladores inducidos. Se utilizé en

ambos casos [3-actina como control de carga.
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Para evitar esto, en base a la literatura revisada se implementé la técnica de
Magnetofeccion, técnica menos agresiva que la clasica electroporacion y el uso de
lipofectamina(86,87). Esta técnica utiliza nanoparticulas magnéticas que se asocian al
siRNA y que son agregadas a los cultivos mientras este se encuentra sometido a un
campo magnético constante. La incorporacion del siRNA a la célula ocurre finalmente

por pinocitosis, afectando minimamente la viabilidad celular.

Para estandarizar el protocolo de silenciamiento se utilizé la linea celular Huh7.5
silenciando inicialmente el gen control GADP, ya que presenta altos niveles de
expresion y su silenciamiento no es critico para la viabilidad celular. Para silenciar
GADP y TIM-1 se utiliz6 un pool de 4 siRNA, que aumentan la potencia y efectividad.
En la Figura 13, observamos que fue posible silenciar significativamente la expresion
de GAPD en la linea celular Huh7.5 en comparacion al control negativo, un pool de 4
siRNA sin blanco en el genoma humano, lo que nos permitié estandarizar y validar la
efectividad de la técnica escogida y continuar con el silenciamiento de TIM-1. En la
Figura 14 podemos observar que fuimos capaces de silenciar significativamente la
expresion de TIM-1 en la linea Huh7.5 (columna central del WB), este silenciamiento
transitorio de TIM-1 nos da la posibilidad de probar alternativamente el efecto de TIM-
1 en los monaocitos y evaluar el comportamiento de estos Ultimos ante la ausencia de

TIM-1 en su interaccion con la linea celular.
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Figura 13. Silenciamiento de GAPD en Huh 7.5. La expresion de GAPD en la linea

celular Huh 7.5 fue silenciada mediante Magnetotrasnfeccion de siRNA. A) Western

Blot representativo B) Cuantificacion relativa de la expresion de GAPD, grafico

cumulativo de 3 experimentos independientes. NT: no transfectado, (+) = ON-

TARGETplus GAPD Pool, (-) ON-TARGETplus Non-targeting Pool; RM-ANOVA de

una via, n=3, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.0001.
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Figura 14. Silenciamiento de TIM-1 en Huh 7.5. La expresion de TIM-1 en la linea
celular Huh 7.5 fue silenciada mediante Magnetotrasnfeccién de siRNA, A) Western
Blot representativo B) Cuantificacion relativa de la expresion de TIM-1, grafico
cumulativo de 3 experimentos independientes. NT: no transfectado, (+) = ON-
TARGETplus TIM-1 Pool, (-) ON-TARGETplus Non-targeting Pool. RM-ANOVA de una

via, n=3, * p<0.05, ** p<0.01.
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Una vez establecido el protocolo de silenciamiento se procedio a silenciar GADP y
TIM-1 en linfocitos B, sin embargo, se presentaron diferentes dificultades al momento
de replicar el protocolo utilizado en la linea celular Huh7.5. Los linfocitos B son células
no adherentes cuya viabilidad se ve afectada al ser cultivadas en placas de fondo
plano, condicién necesaria para el silenciamiento para esta técnica; se necesitaba un
namero elevado de linfocitos B para iniciar el silenciamiento y obtener un numero
suficiente de células a las 48 horas de cultivo para extraer una concentracion de
proteinas suficiente y poder visualizar por WB, lo cual se vio dificultado por la escasez
de muestras provenientes del banco de sangre durante el Ultimo periodo de desarrollo
de este objetivo, ademas se debio ajustar la concentracion de siRNA para cada
condicion. Finalmente se logro silenciar GADP en los linfocitos B sin estimular, esto es
un resultado importante porque representa el primer silenciamiento génico de linfocitos
B mediante magnetofeccion, Figura 15. Lamentablemente no fuimos capaces de

traspasar estos resultados a linfocitos iBregs, ni tampoco al silenciamiento de TIM-1.

Debido a la imposibilidad de silenciar TIM-1 en los linfocitos B, se continué explorando
la estrategia alternativa para abordar este objetivo mediante el uso de la linea Huh7.5,
es importante sefialar que las lineas celulares de linfocitos B disponibles no
expresaban TIM-1, ademas de que no adquieren capacidad reguladora ante la
induccion de un perfil regulador. A su vez, el uso de la linea Huh7.5 nos permitiria
estudiar el efecto de TIM-1 debido a que logramos exitosamente silenciar TIM-1. Esta
linea celular se deriva de hepatoma y sus efectos sobre los monocitos no ha sido

estudiados a la fecha, por lo que es relevante conocer si son capaces de generar
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respuestas proinflamatorias o antinflamatorias en los monocitos. Se estandarizé una
razon de 1:10 entre Huh7.5: monocitos y los co-cultivos se realizaron durante 48hrs.
En la figura 16 podemos observar que la expresion de HLA-DR en los monocitos
aumenta significativamente cuando son cultivados con células Huh7.5, por lo que esta
linea celular tendria un efecto activador en los monocitos, sorpresivamente cuando el
co-cultivo fue realizado con la linea Huh7.5 en la cual su expresion de TIM-1 fue
silenciada, la expresion de HLA-DR en los monocitos se vio incrementada, fendmeno
no observado en el control negativo de silenciamiento. Este resultado nos sugiere que
la ausencia de TIM-1 en la interaccion Huh7.5 con monocitos favoreceria la activacion
en los monocitos, por lo que podemos atribuir un rol regulador de TIM-1, en el cual su
presencia y su probable interaccion con TIM-4, gatillaria una sefial antinflamatoria en
los monocitos, en este caso particular compensando la activacibn mediada por las
células Huh7.5. Este resultado podria sugerir que existe un mecanismo regulador
contacto dependiente mediado por el eje TIM-1/TIM-4. Este fendmeno, nos podria
indicar eventualmente que TIM-1 podria participar en la interaccion de Bregs con
monocitos a través de TIM-4, que explicaria en parte el fenébmeno de inhibicién

observado en los co-cultivos de ambos tipos celulares permitiendo su contacto.
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Figura 15. Silenciamiento de GAPD en linfocitos B. La expresion de GAPD en

linfocitos B fue silenciada mediante Magnetotrasnfeccién de siRNA, A) Western Blot

representativo B) Cuantificacion relativa de la expresion de GAPD, grafico cumulativo

de 3 experimentos independientes. NT: no transfectado, (+) = ON-TARGETplus GAPD

Pool, (-) ON-TARGETplus Non-targeting Pool. n=2
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Figura 16. Efecto de Huh 7.5 TIM-1 KD sobre monocitos. Monocitos (Mo) fueron
cultivados solos o en presencia de Huh 7.5: sin transfectar (NT), con Knock Down de
TIM-1 mediante transfeccién de siRNA (TIM-1 KD) o transfectados con siRNA sin
blanco ((-) Ctrl), todos en razon 10:1. Se evalu6 la expresion de HLA-DR a las 48

horas de cultivo. RM-ANOVA de una via, n=4; * p<0.05
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Otro de los mecanismos posibles ejercidos por los Bregs sobre monocitos es el eje
PD-1/PD-L1, dado que estos expresan PD-1 y se ha demostrado que la activacion de
PD-1 por sus ligandos induce la secrecion de IL-10, pudiendo actuar en nuestro disefio
experimental de forma autocrina (88). Favorablemente, la gran relevancia de este
checkpoint en los linfocitos T y como moléculas blanco en el tratamiento del cancer,
nos permitié acceder a anticuerpos de bloqueo disefiados para cultivo celular sin
afectar la viabilidad de los monocitos. Como observamos anteriormente en la figura 3,
la expresion de PD-1 y PD-L1 se ve incrementa significativamente en las iBregs, por
lo que se procedié a utilizar anticuerpos bloqueantes para ambas moléculas antes de
cultivaros con los monocitos. Pasado 72 horas de co-cultivo de iBregs:Mo, se evalud
la expresion de HLA-DR en los monocitos, molécula que segun lo observado en la
figura 6 se ve afectada por la inhibicién contacto dependiente de las iBregs. La Figura
16, muestra que el blogueo de PD-L1 en los iBregs disminuye parcial pero
significativamente la inhibicién de la expresion de HLA-DR en comparacion a los iBregs
sin tratar, aproximandose a la respuesta de los monocitos frente a iBregs en
condiciones de Tw. No se observaron diferencias con el uso del anticuerpo bloqueante
de PD-1, ni en el isotipo correspondiente. Este resultado implica que el aumento de
PD-L1 observado en los iBregs cumple una funcién relevante en el efecto regulador
ejercido sobre los monocitos, este mecanismo trabajaria en conjunto con TIM-1y las
citoquinas antinflamatorias IL-10 y TGF-B para inhibir la funcion de los monocitos y su

capacidad de responder ante estimulos proinflamatorios.
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Figura 17. Efecto del bloqueo del eje PD-1/PD-L1 en la inhibicién de HLA-DR en
monocitos mediada por iBregs. Monocitos (Mo) fueron co-cultivados por 72hrs en
condiciones contacto dependiente y contacto independiente con iBregs previamente
incubados con anticuerpos bloqueantes contra PD-1y PD-L1, la expresion de HLA-DR

fue evaluada mediante citometria de flujo., RM-ANOVA de una via, n=4; ** p<0.01.
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Objetivo Especifico 3. Determinar alteraciones en la comunicacién del eje TIM-
1/TIM-4 y PD-1/PD-L1 y PD-L2 entre linfocitos B reguladores y monocitos de

pacientes con Artritis Reumatoide.

Este objetivo comprende estudiar alteraciones en la interaccion de los linfocitos B con
monocitos de pacientes con Artritis Reumatoide (AR), en relacion a controles sanos,
que pudiesen contribuir a explicar su participacion en la perdida de la tolerancia. Para
llevar a cabo este objetivo, previa firma del consentimiento informado se extrajo
mediante puncion venosa 60 ml de sangre periférica de pacientes con AR, y mediante
los kits antes mencionados se purificaron linfocitos B y monocitos. En la tabla | se
resume los datos de los pacientes reclutados. Se evalud la frecuencia de las
subpoblaciones de linfocitos B en base a la expresién de las moléculas CD19, CD24 y
CD38, ya sea; virgen (CD19+CD24"CD38™ed), memoria (CD19+CD24medCD38med), y
transicional (CD19+CD24"NCD38"), ademas se evalud la expresion de las moléculas
CD14, HLA-DR, CD86 y TIM-4 en los monocitos provenientes de sangre periférica de
los pacientes con AR, el fenotipo de ambos tipos celulares se compard con células
obtenidas de controles sanos (Figuras 18 y 21). No se observaron diferencias
estadisticamente significativas en la frecuencia de las subpoblaciones de linfocitos B
de pacientes con AR y controles sanos. A su vez, se observé que monocitos de
pacientes, la expresion de HLA-DR y de CD14 no presenta diferencias en comparacion
a controles sanos. A continuacion, se realizaron co-cultivos de células B, iBregs y
monocitos, descritos anteriormente en el objetivo 1, observando que los linfocitos B sin
estimular, inducen la expresion de HLA-DR y de CD86 en monocitos provenientes de

donantes con AR (Figura 19), dada por un valor menor a O en el porcentaje de
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inhibicion, efecto opuesto al ocurrido en los co-cultivos de células de controles sanos
(en azul), donde observamos que existe una inhibicidon positiva de la expresion de
dichas moléculas en los monocitos como se habia demostrado anteriormente. En
tanto, el comportamiento de la expresion de CD14 y TIM-4 en monocitos que fueron
cultivados en presencia de linfocitos B sin estimular, si bien, existe una menor
capacidad de inhibicién de los linfocitos B de pacientes con AR con relacion a células
B de controles sanos, dichas diferencias no fueron estadisticamente significativas,

posiblemente debido a la alta dispersion de datos.

Criterio Pacientes n=11

Edad (afos) 51.1 +14.7
Sexo M/F 1/10
DAS28 4.41 +1.51
Factor Reumatoideo (+/-) 9/2

Tabla 2. Resumen de los datos de los pacientes con Artritis Reumatoide

reclutados
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Figura 18. Caracterizacion de linfocitos B y monocitos en sangre periférica de

pacientes con artritis reumatoide y de controles sano. A) Estrategia de seleccion
de subpoblaciones de linfocitos B; B) Frecuencia de subpoblaciones de linfocitos B; C)
Expresion de CD14 en superficie de monocitos; D) Expresion de HLA-DR en superficie
de monocitos. t test no pareados, n=10 para AR y n=5 para HC en B, n=8 para AR y

n=5 paraHC en CyD.
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Figura 19. Comparacion de la capacidad de linfocitos B de alterar el fenotipo de
los monocitos de pacientes con artritis reumatoide y controles sanos. Monocitos
de pacientes con AR y controles sanos, fueron aislados y co-cultivados con linfocitos
B de manera aut6loga durante 72hrs, posteriormente se evallo la expresion de CD14,
HLA-DR, CD86 y TIM-4 en superficie de los monocitos mediante citometria de flujo. t

test no pareado, n=5 para AR y n=6 para HC, * p<0.05 ** p<0.01
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En este mismo sentido, al estudiar la capacidad reguladores de los iBregs provenientes
de pacientes con AR, se observé que los iBregs tanto de pacientes con AR y controles
sanos, son capaces de inhibir la expresion de CD14 y de HLA-DR en monocitos (Figura
20), sin embargo, las iBregs de controles sanos inhibe de manera significativamente
mayor que los iBregs de pacientes con AR. Al igual que las iBregs de controles sanos,
las iBregs de pacientes con AR poseen la capacidad de inhibir la expresion de CD86
y TIM-4, sin embargo, no observamos diferencias significativas en los niveles de
expresion de dichas moléculas entre monocitos derivados de pacientes y controles

sanos.

Establecida la existencia de alteraciones en la regulacion por parte de las iBregs de
pacientes con AR sobre monocitos, se evalud si existen posibles deficiencias en las
interacciones dependiente de contacto entre ambos tipos celulares. Como mecanismo
propuesto en este proyecto, se postula la participacion de TIM-1 y sus ligandos, por
ello que se evalud la frecuencia de linfocitos B TIM-1+ de sangre periférica de donantes
sanos y de pacientes con AR. Se observd que los pacientes con AR presentan una
menor frecuencia de linfocitos B TIM-1+ en comparacion a controles sanos. (Figura
21A). Por otra parte, hay que recordar que uno de los ligandos naturales de TIM-1 es
TIM-4, por lo que evaluamos su expresion en monocitos de pacientes con AR y
controles sanos, observando que los monocitos de pacientes con AR, caracterizados
por la expresion de CD14+ en superficie, presentan una menor expresion de TIM-4 en
comparacion a las células CD14+ de controles sanos (Figura 21B). Ademas, se evalu6

la expresion de TIM-1+ en los iBregs, representada como porcentaje de células B TIM-
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1 posterior al estimulo inductor de iBregs (aBCR/CpG), tanto en células de pacientes
con ARy controles sanos, evidenciando que las células B de pacientes con AR poseen
una alteracion en su capacidad para inducir iBregs, dado que no se observa un
aumento en la frecuencia de linfocitos B TIM-1+ en respuesta al estimulo, a diferencia
de las células B provenientes de controles sanos, en donde se observo un aumento

estadisticamente significativo en la frecuencia de iBregs (Fig. 21C).

El otro mecanismo de regulacion de las iBregs propuesto involucra el eje PD-1y sus
ligandos, por lo que se evalud frecuencia de linfocitos B positivos para PD-1, PD-L1y
PD-L2 en sangre periférica de pacientes con AR, en donde no se observaron
diferencias significativas entre pacientes y controles sanos (Figura 22A). Finalmente
se evaluo la expresion de PD-1, PD-L1 y PD-L2 en las células B de pacientes con AR
y controles sanos posterior a la estimulacion inductora de iBregs, como se observa en
las figuras 22B-D, no hubo diferencias en la expresion de PD-1, PD-L1 y PD-L2
posterior al estimulo inductor de iBregs, aunque el tamafio muestral es limitado para

poder establecer una norma.
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Figura 20. Comparacién de la capacidad de los iBregs de alterar el fenotipo de
monocitos de pacientes con artritis reumatoide y controles sanos. Monocitos de
pacientes con AR y controles sanos, fueron co-cultivados con iBregs de manera
autologa durante 72hrs, posteriormente se evalud la expresién de CD14, HLA-DR,
CD86 y TIM-4 en los monocitos, mediante citometria de flujo. t test no pareado, n=5

para AR y n=6 para HC * p<0.05, ** p<0.01
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Figura 21. Alteraciones en la frecuencia de linfocitos B TIM-1" y monocitos TIM-
4* en pacientes con artritis reumatoide. A) Frecuencia de linfocitos B TIM-1+ en
sangre periférica de pacientes con artritis reumatoide (n=8) y controles sanos (n=5).
B) Intensidad de fluorescencia media de la expresion de TIM-4 en monocitos de
pacientes con AR (n=5) y HC (n=5). C) Frecuencia de linfocitos B TIM-1+ de pacientes
con AR (n=5), y controles sanos (n=3), posterior estimulo de induccion de iBregs. t test

no pareado en Ay B, t test pareado en C, *p<0.05, ***p<0.001.
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Figura 22. Alteraciones en la frecuencia de linfocitos B PD-1*, PD-L1* y PD-L2*
en pacientes con artritis reumatoide. A) Frecuencia de linfocitos B positivos para la
molecular indicada en sangre periférica de pacientes con artritis reumatoide (n=5) y
controles sanos (n=4). B-D) Frecuencia de linfocitos B positivos para B) PD-1, C) PD-
L1 y D) PD-L2 de pacientes con AR y controles sanos, posterior al estimulo de
induccion de Bregs. t test no pareado en A, t test pareado en B-D, n=3 04 en B-D *

p<0.05
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En base a los resultados previamente mostrados, hemos sido capaces de reclutar,
aunqgue limitado un grupo de pacientes con AR, caracterizar células B, monocitos,
inducir iBregs y realizar co-cultivos de iBregs:monocitos, pudiendo observar
alteraciones en células de pacientes con AR, con iBregs con capacidad reducida de
inhibir a los monocitos y con menores niveles de expresion de las moléculas
involucradas en este fendmeno. Lamentablemente por el contexto sanitario del pais
no fue posible reclutar mas pacientes, por lo que no fuimos capaces de evaluar la
capacidad de los iBregs sobre la respuesta de los monocitos frente a la estimulacion
con LPS, ni evaluar los niveles de citoquinas secretadas por los linfocitos B y los iBregs
de pacientes para determinar el balance inflamatorio/antiinflamatorio presente en estos

linfocitos en esta enfermedad.
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9. Discusion
El campo de los linfocitos B reguladores puede ser considerando reciente, ya que este
ha presentado mayor desarrollo en los ultimos 15 afos, la busqueda de nuevos
mecanismos regulatorios y sus blancos; la mejor forma de identificarlos y protocolos
de diferenciacion y expansion ofrecen un gran numero de aristas para abordar su
investigacion. La relacion de los linfocitos B reguladores con linfocitos T ha sido
ampliamente abordado, pero poco se sabe de su interaccidn con otros tipos celulares
como los monocitos, células relevantes en el desarrollo y perpetuacion de
enfermedades autoinmunes como la Artritis Reumatoide. Por otro lado, TIM-1 ha sido
seflalado como un potencial marcador de Bregs y como una molécula relevante en la
funcién reguladora en modelos murino. A su vez y en base a nuevos antecedentes,
PD-1 con sus ligandos PD-L1 y PD-L2 aparecen como un nuevo mecanismo utilizado
por los Bregs para modular el sistema inmune. En esta tesis se estudio el efecto de
linfocitos B reguladores sobre monocitos, enfocandonos a dilucidar si los ejes TIM-1y
PD-1 estarian involucrados como mecanismos responsables de esta regulacion y si
estos se encuentran alterados en células de pacientes con AR. Durante el desarrollo
de esta tesis doctoral, y gracias a una colaboracién con el Banco de Sangre del
HCUCH establecimos los protocolos necesarios para abordar este proyecto, y
aproximarnos a entender como los linfocitos B reguladores pueden llegar a modular la

accion de monocitos en contextos de salud y en autoinmunidad.

Los factores solubles con propiedades antinflamatorias secretados por los Bregs han
sido ampliamente descritos, siendo la IL-10 uno de los principales factores que

contribuyen a la regulacion (74,75). En relacion con el objetivo especifico 1, buscaba
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evaluar el efecto de las células Bregs sobre los monocitos, logrando establecer que
los linfocitos B reguladores inducen la inhibicion en la expresion de la molécula de
presentacion antigénica HLA-DR en los monocitos, efecto que es mediado
principalmente a través del contacto directo entre estas células, debido a que al realizar
co-cultivos entre ambos tipos celulares utilizando camaras Transwell, el efecto
inhibitorio disminuyé drasticamente, con ello pudimos establecer que existe un efecto
regulador ejercido por los iBregs sobre monocitos y que este es mediado
principalmente por contacto célula a célula. Sin embargo, la estrategia utilizada en este
trabajo no permite descartar la contribucion de factores solubles en su efecto
inhibitorio. De esta forma, este resultado nos entrega antecedentes que existen
mecanismos reguladores contacto-dependientes por los cuales las Bregs ejercen su
funcién, tales como; como TIM-1 o PD-1, que pudiesen estar involucrados. Por otro
parte, como se discutid anteriormente, existen varias sub poblaciones de células B
con propiedades reguladoras, nosotros hemos demostrado que la combinacion de
estimulos del TLR9 y BCR, inducen linfocitos B con propiedades reguladoras (69)
caracterizadas por una alta expresion de TIM-1 y secrecion de IL-10, en este trabajo
complementamos su caracterizacion observando que estas presentan una alta
expresion de PD-1 y PD-L1, que indicarian la presencia de linfocitos con un gran
potencial regulador mediante este eje de acuerdo con los antecedentes ya reportados
(55,89,90), dicho eje podria ejercer una funcidn en conjunto con la secrecion de
citoquinas antinflamatorias en la regulacion de células del sistema inmune.
Originalmente se planteo en esclarecer el rol funcional de TIM-1, proponiendo realizar

separacion celular mediante cell sorting sobre los linfocitos B e iBregs TIM-1*, puesto
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que al utilizar el estimulo de induccién de iBregs, no todas la iBregs expresan TIM-1
en superficie, asi una vez aisladas, realizar los co-cultivos de células B TIM-1* con los
monocitos, sin embargo no pudimos realizar esta estrategia experimental debido a la
escases de muestras, por lo que los efectos observados se deben a un poblacién
enriquecida en Bregs TIM-1*. En este misma linea, nosotros hemos aportado evidencia
de la capacidad inhibitoria de los linfocitos B TIM-1* humanos en comparacion a los
linfocitos B TIM-1- sobre las células T (69), aunque no teniamos antecedentes de su
efecto sobre otros tipos celulares. Un trabajo muy reciente, y de gran utilidad para esta
linea de investigacion, fue publicado el pasado mes, en donde presentan el primer
protocolo de expansion ex-vivo de linfocitos B TIM-1* mediante el uso de un cocktail
de citoquinas y CD40L(91). Esta nueva herramienta nos permitiria trabajar con cultivos
altamente enriquecidos en este tipo celular y estudiar mejor forma el rol de TIM-1 en
las interacciones célula a célula. Por otro lado, observamos que el efecto de los iBregs
sobre la expresion de CD14, CD86 y TIM-4 en los monocitos no produjo una inhibicion
significativamente mayor que los linfocitos B, tampoco se observaron cambios
considerables al evitar el contacto entre ambos tipos celulares utilizando placas Tw,
por lo que este efecto inhibitorio en todas las condiciones evaluadas pudiera deberse
principalmente a que estas moléculas son reguladas por mecanismos diferentes a los
estudiados, necesitando otras sefiales para modular su expresion y poder observar
diferencias entre condiciones, tales como; IL-4 para CD14 o CTLA-4 para CD86 (92—

94).

Para determinar la funcién de los monocitos frente a estimulos externos, se activo el

receptor TLR-4 mediante la adicion de LPS. La capacidad de los monocitos para
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responder frente a TLR4 fue evaluada por 2 técnicas dependiendo el tipo de co-cultivo
realizado, por una parte, en los co-cultivos en Transwell en donde los monocitos fueron
recuperados y posteriormente activados, las citoquinas secretadas fueron evaluadas
mediante ELISA, y en los co-cultivos en donde se permitié en contacto directo entre
ambos tipos celulares, se evalud la expresion de citoquinas en los monocitos mediante
citometria de flujo, debido a la imposibilidad de separar completamente ambos tipos
celulares, ya que también los linfocitos B responden a la estimulacion con LPS, asi era

imposible discriminar la contribucion de estos.

El resultado obtenido en los cultivos Transwell nos permite afirmar que los iBregs
modulan la respuesta de los monocitos mediante su interaccion directa y de forma
contacto-independiente, mediada por factores solubles (Figura 10), lo cual se asemeja
a los obtenidos por el grupo de Tedder utilizando Bregs (B10) CD24NCD27*, las que
son capaces de inhibir la expresion de TNF-a en monocitos estimulados por 4h con
LPS mediante, mediado principalmente por la IL-10 (45). Ademas, existe evidencia que
la IL-10 es capaz de inhibir la sintesis de IL-1, IL-6, IL-8; TNF-a y GM-CSF en
monocitos humanos(95), por lo que la IL-10 producida por los iBregs explicaria en gran
medida la respuesta que observamos en los monocitos provenientes de cultivos
Transwell. Con esto podemos establecer que el efecto inhibitorio de iBregs sobre la
funcién de los monocitos comprenden ambos mecanismos, ya que el contacto entre
ambas células es esencial para inhibir la molécula de presentacion antigénica HLA-
DR, pero los factores secretados son suficientes para modular la respuesta de los
monocitos frente a estimulos externos. Al analizar los resultados obtenidos de los co-

cultivos en donde se permite el contacto entre ambos tipos celulares y que fue
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determinado por citometria intracelular, observamos el mismo fenédmeno que ocurre al
utilizar las placas de Tw, en donde los iBregs fueron capaces de modular la respuesta
de los monocitos frente a LPS, este resultado era esperable dado que la interaccion
gue se lleva a cabo existe presencia de los factores solubles secretados por los Bregs.
El blogueo de los receptores de IL-10 y TGF- o la neutralizacion de estas citoquinas
podria ayudar a complementar el analisis en estudios futuros, y asi empezar a
descomponer los mecanismos involucrados en el fendmeno inhibitorio observado.
Como fueron usadas 2 técnicas distintas, no fue posible comparar la respuesta de los
monocitos entre ambos tipos de co-cultivos, pero seria interesante a futuro realizarlo
con un mayor acceso a donantes. Con estos resultados se reafirma la propuesta de
gue la inhibicibn mediada por los linfocitos B reguladores involucra tanto la interaccion
fisica célula a célula como la presencia de moléculas secretadas por los linfocitos y

gue probablemente actlien en sinergia.

El objetivo especifico 2 proponia determinar el rol de TIM-1 y PD-1 con sus ligandos,
TIM-4 y PD-L1/ PD-L2, respectivamente en el efecto inhibidor de los linfocitos B sobre
los monocitos. Para abordar la primera arista inicialmente se realizaron experimentos
para bloquear la interaccion de TIM-1 con sus ligandos mediante el uso de anticuerpos
antagonistas de la molécula TIM-1, lamentablemente los anticuerpos comerciales
disponibles poseen la desventaja que no estan disefiados para cultivo celular por lo
gue contienen azida y endotoxinas, ya que al realizar los co-cultivos y utilizar este
anticuerpo y su isotipo en distintas concentraciones se observé una ablacién o una
severa disminucién de la poblacién CD14+ en la citometria de flujo. Otra alternativa

para bloquear TIM-1 utilizada en la literatura es el uso de Fosfatidilserina, ligando
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natural de TIM-1 (67), sin embargo, esta estrategia no puede asegurar si efectivamente
se bloquearia la interaccion de TIM-1 con TIM-4 o la favoreceria, dado que podria
involucra otro sitio de unién o, la fosfatidilserina podria hacer de vinculo entre ellas ya
gue ambas reconocen este fosfolipido(66,67), por lo cual fue descartada. Cabe sefialar
que, tanto linfocitos B como monocitos presentan receptores para regiones Fc de
anticuerpos, por lo que el uso de estos podria también desencadenar la activacion de
sefales en ambos tipos celulares y generar efectos que no necesariamente puedan
ser debidos al bloqueo de dicha interaccién. Debido a esto se opté por el silenciamiento
génico de TIM-1 mediante siRNA, comprobando inicialmente los niveles de transcrito
de TIM-1 en las células B mediante gPCR vy los distintos protocolos disponibles,
escogimos el silenciamiento mediante la magnetofeccion, el cual anticipaba mantener
una alta viabilidad celular sin inducir la maduracion de los linfocitos B. Para
estandarizar las condiciones de transfeccion, inicialmente utilizamos la linea celular
Huh 7.5 que expresa en forma constitutiva TIM-1 (85), favorablemente fuimos capaces
de establecer un protocolo de magnetotransfeccion de siRNA en esta linea celular, y
comprobamos mediante Western Blot la efectividad de nuestra estrategia
seleccionada al obtener la disminucion significativa de la expresion de GAPD y de TIM-
1. La gran dificultad fue intentar silenciar genes en los linfocitos B, su tamafio mas
pequefio, el numero de células necesarias y al no ser adherentes dificultaron el
procedimiento. Como se menciond en los resultados, solamente fuimos capaces de
silenciar GAPD en los linfocitos B sin estimular. Dentro de las causas por las que no
logramos silenciar TIM-1 creemos que, por un lado los estimulos utilizados podrian

estar uniéndose a las nanoparticulas utilizadas en esta técnica interfiriendo con la
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entrega del siRNA a la maquinaria celular involucrada con el silenciamiento, por otro
lado, estos estimulos activan a los linfocitos y ademas promueven su proliferacion,
esto implica un gran aumento del material genético dentro de la célula y la dilucion de
nuestros complejos siRNA-nanoparticula tras consecutivas rondas de proliferacion.
Como demostramos por citometria de flujo, gPCR y WB, TIM-1 es inducible y en
linfocitos B sin estimular representa un porcentaje muy bajo por lo que necesariamente
debiamos activar nuestros linfocitos para poder validar la estrategia. Sin embargo, con
esta estrategia solo fuimos capaces de silenciar GAPD en los linfocitos B sin estimular,
algo que no estaba descrito a la fecha utilizando esta técnica. El silenciamiento génico
de cultivos primarios siempre ha resultado complejo, principalmente porque las
técnicas mas comunmente utilizadas para transfectar afectan la viabilidad y activan a
las células, el uso de CRISPR actualmente presenta una gran alternativa de
silenciamiento efectiva para cultivos primarios debido a su gran eficiencia (96),
existiendo en la literatura protocolos establecidos con los parametros 6ptimos para
lograr la edicidon del material genético en linfocitos B (97,98), con esta informacion y
con el acceso al equipamiento podriamos plantear nuevos objetivos a futuro y asi
poder eliminar TIM-1 de manera efectiva en nuestros iBregs para poder estudiar su

relevancia en las interacciones célula a célula(91).

De manera alternativa, favorablemente pudimos abordar parte del objetivo utilizando
la linea celular Huh 7.5, ya que mediante co-cultivos con monocitos que expresan el
ligando de TIM-1, nos permitia hacer comparaciones utilizando las células Huh 7.5 que
expresan TIM-1 y su contraparte, Huh 7.5 silenciado TIM-1. Es de esta forma que

comprobamos que TIM-1 cumple un rol regulador en la respuesta de los monocitos,
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observamos que su ausencia favorece respuestas inflamatorias, por lo que se puede
especular que lo observado en los modelos murinos, posiblemente ocurre en los
linfocitos B reguladores humanos, en donde la interaccion de TIM-1 con sus ligandos
podria estar generando una mayor induccion de citoquinas antiinflamatorias en los
linfocitos B y/o actuar directamente sobre la célula blanco si esta expresa su ligando
TIM-4. Actualmente se sabe que TIM-4 no posee un sitio intracelular activo por el cual
gatillar una respuesta dentro de la célula, pero se especula que el reclutamiento de
varias de estas moléculas frente a su ligando podria desencadenar respuestas internas
debido que este reclutamiento en la superficie celular permitiria activar otras moléculas
no esclarecidas de forma cis (99). Para clarificar completamente los mecanismos
involucrados en la funcion de los linfocitos B reguladores a través de su interaccion de
TIM-1 con su ligando, es importante también estudiar la via de sefalizacion que se
activaria cuando TIM-1 se une a su ligando y que efectos tendria sobre la funcion
reguladora, ya que se ha establecido una correlacion entre la activacion de STAT3 rio
abajo y la expresion de IL-10 (69,91), por lo que el reconocimiento de sus ligandos
podria desencadenar una mayor secrecion de IL-10 por parte de los linfocitos B,
potenciando su funcién reguladora (100). Para conocer mas profundamente los
mecanismos reguladores de los linfocitos B TIM-1*, es necesario explorar los
mecanismos de transduccién de sefiales que involucra este eje, asi obtener una
imagen mas clara de coOmo se generan los fenOmenos observados en este trabajo y
conocer si los mecanismos regulatorios son dependientes de TIM-1 como ocurre en
modelos murinos, para ello es necesario la disponibilidad de anticuerpos agonistas y

antagonistas para TIM-1, asi como también, trabajar con una poblacion pura de
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linfocitos B TIM-1 aislados, algo que actualmente podria ser mas factible debido al

protocolo de expansion antes mencionado.

La otra arista de este objetivo correspondia al eje PD-1 y sus ligandos, como
observamos en la figura 3, las moléculas PD-1 y PD-L1 aumentaron su expresion
frente a nuestro estimulo inductor, mas no PD-L2, por lo que utilizamos anticuerpos
bloqueantes de PD-1y PD-L1 en los linfocitos B para ser utilizados posteriormente en
los co-cultivos, gracias a esto pudimos demostrar que al bloquear PD-L1 en los iBregs
disminuye su capacidad reguladora, ya que los monocitos expresaron HLA-DR casi a
los mismo niveles que cuando se encuentran en cultivos sin contacto con los iBregs.
Este resultado se condice con lo encontrado en la literatura, en donde el bloqueo de
PD-L1 en linfocitos B PD-L1" afecta su capacidad reguladora disminuyendo su
capacidad de inhibir la proliferacion de linfocitos T CD4 y CD8. Aun falta por develar si
este bloqueo de PD-L1 conlleva también a una disminucion en la secrecién de IL-10,
ya gue existe evidencia que relacionan ambos mecanismos(53). La frecuencia de
monocitos que expresan PD-1 es muy baja y se atribuye a condiciones y situaciones
especiales en el individuo como infeccién o estrés celular(101,102). Es importante
entonces explorar los efectos cis de PD-L1, ya que se existe evidencia que este
interactia con CD80 alterando el normal funcionamiento del eje PD-1/PD-L1 entre
APCs vy linfocitos T(103), pero nada se conoce de los alcances en linfocitos B
reguladores. En este trabajo, demostramos que PD-L1 cumple un papel crucial en los
linfocitos B reguladores, probablemente en conjunto a TIM-1 y citoquinas
antiinflamatorias que regulan la funcion de los monocitos y explicarian los fendmenos

observados en los resultados asociados al primer objetivo. Cabe sefialar que descifrar
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y comprender a cabalidad los diversos mecanismos involucrados en la funcion
reguladora de los linfocitos B conlleva una busqueda constante mediante diversas
estrategias, existen otros posibles mecanismos que en conjunto a los aportados por
este trabajo, pueden ser complementados para dilucidar aquellos involucrados en la
modulacién de respuestas inflamatorias abarcando la distintos tipos celulares

involucrados (104).

En el objetivo especifico 3 de este trabajo, buscamos dilucidar alteraciones en la
comunicacién del eje TIM-1/ Ligandos de TIM-1 y PD-1/Ligando de PD-1 entre
linfocitos B reguladores y monocitos de pacientes con AR. Esta arista no fuimos capaz
de abordarla completamente por la imposibilidad de poder seguir accediendo al
reclutamiento de pacientes por motivo de la crisis sanitaria. Si embargo, como
observamos en la figura 19 los linfocitos B de pacientes con AR inducen la expresion
de HLA-DR y de CD86 en los monocitos, esto indicaria que los linfocitos B presentarian
un perfil inflamatorio basal capaz de activar monocitos aut6logos. Por consiguiente, es
esperable una elevada secrecion basal de citoquinas como IL-6 y TNF-a en los
linfocitos B de pacientes que podria estar explicando el fenémeno observado(105,106).
En cuanto a la funcionalidad de los iBregs de pacientes con AR, se observo una
disminucién en su capacidad inhibitoria en comparacion a controles sanos (Figura 20).
Estos resultados nos permiten establecer que existen un mecanismo alterado en AR
gue afecta la capacidad reguladora de los iBregs, pudiendo existir deficiencias tanto
en los linfocitos B como en los monocitos que pudiesen explicar este fendbmeno, tales
como; una menor secrecion de IL-10, un balance de citoquinas hacia un perfil

proinflamatorio o, una menor expresion de receptores para citoquinas inhibitorias en
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los monocitos. Para descifrar esta incognita, se necesitarian realizar co-cultivos

alogénicos con células provenientes de pacientes con AR y controles sanos.

Al evaluar en detalle el eje TIM-1/TIM-4 entre las células involucradas, destacamos
una baja frecuencia de linfocitos B TIM-1*, alteraciones en la capacidad de induccion
de iBregs TIM-1* y una menor expresion de TIM-4 en monocitos de pacientes con AR
en relacidén a controles sanos, lo que sugiere que la comunicacion del eje TIM-1/TIM-
4 estaria alterada, esto nos permitiria explicar, en parte, los efectos observados en las
figuras 19 y 20, probablemente debido a una poblacién disminuida de linfocitos B con

capacidad reguladora en sangre periférica de los pacientes con AR.

Al evaluar la participacion del eje PD-1 y sus ligandos en la comunicacién entre las
iBregs y monocitos, no observamos alteraciones, pero atribuimos esto al reducido
tamafio muestral con el cual se llevaron a cabo estos analisis, es posible observar una
tendencia en la figura 22A, que muestra una disminuida frecuencia de linfocitos B que
expresan de PD-L1 en los pacientes con AR, algo que se condice con lo reportado en
la literatura para esta enfermedad (62) y explicaria de paso, parte del fenémeno
observado, ya que observamos que PD-L1 favorece la inhibicién de la activacién de
monocitos, y al estar disminuida esta poblacion, se favoreceria un respuesta inmune

con caracteristicas inflamatorias.

Al integrar los resultados obtenidos en este trabajo, podemos establecer que los
linfocitos B reguladores inducidos (iBregs) inhiben la expresion de HLA-DR en
monocitos de forma contacto dependiente, mientras que los factores solubles son
suficientes para inhibir la funcion de los monocitos. Mediante la estrategia utilizada,
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creemos que la interaccion de TIM-1 con sus ligandos es necesaria para ejercer un rol
regulador sobre los monocitos. Ademas, determinamos mediante ensayos de bloqueo
de PD-L1 en los iBregs, esta molécula cumple una funcién reguladora relevante. Al
reunir estos resultados podemos establecer que los Bregs modulan la funcién de
monocitos mediante el eje PD-1/ PD-L1 junto a la secrecidn de citoquinas
antiinflamatorias y posiblemente la interaccion de TIM-1 con TIM-4. En relacién a los
pacientes con AR, observamos que los iBregs de pacientes con AR presentan una
capacidad reducida de inhibir la expresion de HLA-DR en monocitos autélogos.
Ademas, se observé una menor frecuencia de células B TIM-1* en sangre periférica
de pacientes con AR, una reducida capacidad de las células B de pacientes con AR
de inducir Bregs, y una menor expresion de TIM-4 en monocitos en comparacion a
controles sanos. No se observaron alteraciones en la expresion de PD-L1 en los iBregs
de los pacientes con AR. Con estos resultados y en conjunto con los antecedentes
podemos proponer que los linfocitos B con capacidad reguladora que se encontrarian
en los linfonodos e infiltrados en las cercanias de las articulaciones afectadas de los
pacientes con AR, presentarian deficiencias en su capacidad de regular a los
monocitos reclutados a las articulaciones, presentando una menor secrecion de I1L-10
y una alterada comunicacion mediante el eje TIM-1/TIM-4, debido a una menor
frecuencia de linfocitos B TIM-1* circulantes y a la imposibilidad de los linfocitos B de
inducir TIM-1, debido a esta deficiencia, los monocitos responderian al contexto
inflamatorio de la enfermedad, activandose y diferenciandose, favoreciendo el circulo
inflamatorio y de dafio en la articulacién; en la siguiente seccion se presenta un modelo

puesto que ilustraria lo sefialado (Figura 23). Con estos resultados esperamos haber

86



contribuido a entender como los linfocitos B reguladores ejercen su funcién sobre los
monocitos y como las alteraciones en su frecuencia, fenotipo y funcion podria estar
favoreciendo y perpetuando el desarrollo de enfermedades autoinmunes como la
Artritis Reumatoide. Ademas, los resultados generados permitiran potenciar la
investigacion del posible uso de los linfocitos B reguladores como terapia celular
autodloga, favoreciendo la restitucion de la tolerancia ante enfermedades autoinmunes
como la AR, ampliando el conocimiento sobre los mecanismo y alcances celulares que

podrian tener estas células en el sistema inmune.
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10.Modelo propuesto

Artritis Reumatoide
Mo

Erosion Osea

Contexto /——b
Inflamatorio ) 9

Cartilsgo

Restablecimiento de la
Tolerancia

x ) IL6

X IL1B
L7
Contexto Arc
Inflamatorio

o Pro-inflamatorio

Lo

IFNy, TNFa 22

Figura 23 Modelo de los mecanismos de regulacion ejercidos por los Bregs

sobre los monocitos en Artritis Reumatoide y en el restablecimiento de la

tolerancia.

En AR los monocitos quimioatraidos al sinovio se ven enfrentados a un contexto

inflamatorio constante que induciria su activacion y consecuentemente

diferenciandose a Osteoclastos, Macréfagos M1 y a un perfil de APC, fendmeno que
potencia el desarrollo y perpetuacion de la enfermedad, esta respuesta por parte de

los monocitos seria favorecida por una deficiente regulacion mediada por los Bregs en
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el sinovio y en los linfonodos locales. Esto podria ser debido a una menor secrecion
de citoquinas antinflamatorias y una menor expresion de TIM-1 en los Bregs. En el
restablecimiento de la tolerancia como posible terapia, los Bregs serian capaces
modular las respuestas de los monocitos, impidiendo su diferenciacion en un contexto

inflamatorio.
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11.Conclusiones
Los linfocitos B reguladores son capaces de inhibir la funcion de monocitos
mediante factores solubles e interacciones célula a célula.
La inhibicion de los monocitos por los linfocitos B reguladores es mediada en
forma parcial por la interaccion PD-1/PD-L1.
La activacion de los monocitos es inhibida parcialmente a través de la
interaccion de TIM-1 y sus ligandos.
Los linfocitos B reguladores de pacientes con Artritis Reumatoide presentan una
menor capacidad inhibitoria sobre monocitos en comparacion a los de controles
sanos.
Los pacientes con Artritis Reumatoide presentan una menor frecuencia de
linfocitos B TIM-1 y una menor expresion de TIM-4 en monocitos, en

comparacién a lo observado en controles sanos.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO (PACIENTE CON ARTRITIS REUMATOIDE)
Participacion en estudio 09 ENE. 201

“LAS CELULAS B REGULADORAS MEDIAN LA FUNCION REGULADORA DE LAS CELULAS
DENDRITICAS A TRAVES DE TIM-1, UN POSIBLE MECANISMO ALTERADO EN
AUTOINMUNIDAD"

Grupo: Paciente con artritis reumatoide (AR)

Nombre del Investigador Principal: DR. OCTAVIO ARAVENA MADARIAGA

R.U.T.: 12.315.484-3 ,

Investigadora Colaboradora HCUCH: DRA. LILIAN SOTO SAEZ

R.U.T.: 10.331.920-K

Instituciones: Programa Disciplinario de Inmunologia, Instituto de Ciencias Biomédicas,
Facultad de Medicina, Universidad De Chile / Seccién de Reumatologia, Departamento de
Medicina, Hospital Clinico Universidad de Chile.

Teléfonos: 2978-6348/-6114, 9-78794903

Invitacion a participar: Le estamos invitando a participar en el proyecto de
investigacion: “Las células B reguladoras median la funcidn reguladora de las células
dendriticas a través de TIM-1, un posible mecanismo alterado en autoinmunidad” debido a
que usted se encuentra diagnosticado con Artritis Reumatoide y cumple con los requisitos
para donar 60 ml de sangre por puncién venosa.

Nuestro proyecto de investigacién se enfoca estudiar el rol de la interaccion de las células B
reguladora y las células dendriticas en la induccién de tolerancia y autoinmunidad.

Objetivos: Esta investigacion tiene como objetivo evaluar el papel de una pequefia sub
poblacidn de células B que posee una funcion reguladora (células B reguladoras), sobre
otras poblaciones celulares como las células dendriticas y la interaccién que existe entre
ambas poblaciones de células del sistema inmune. El estudio evaluard si existe una
interaccién entras las células B reguiadoras y las células dendriticas, si hay una alteracion
en la cantidad de esta sub poblacion de células B reguladoras en sangre periférica de
pacientes con artritis reumatoide, asi como también se evaluara si existe una alteracion en
la interaccion de las células B reguladoras y las células dendriticas en comparacién a
controles sanos.

Procedimientos: Si Ud. acepta participar, necesitamos que se someta por una vez a:
(indicar con una X)

—— Una toma de 60 ml de sangre venosa periférica mediante una puncién venosa en uno
de sus antebrazos, realizada por personal profesional entrenado de la Unidad del Dolor del
Hospital Clinico de la Universidad de Chile. El objetivo de esta muestra es evaluar la
cantidad y funcion de las células B reguladoras en circulacion.
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La puncién venosa en un antebrazo puede acompafiarse de los siguientes efectos
indeseados: molestias en el sitio de puncién, como dolor o hematomas. En forma muy poco
frecuente pueden aparecer sensaciones de mareo, calambre, hormigueo, adormecimiento y
entumecimiento.

Cualquier otro efecto que Ud. considera que puede derivarse de la puncién venosa (cuando
corresponda) debera comunicario al Dr. Octavio Aravena en el teléfono celular 78794903,

Costos: La participacion en este estudio es sin costo alguno para Ud. durante el desarrollo
de este proyecto. Todos los exdmenes o prestaciones que no son necesarias para el estudio
0 tratamiento habitual de su enfermedad no seran financiados por este proyecto.

Como participante en este estudio Ud. o su sistema previsional deberan financiar las
hospitalizaciones, honorarios, examenes y tratamientos habituales para el estudio,
seguimiento y tratamiento de su enfermedad.

Beneficios: Ademés del beneficio que este estudio significara para el progreso del
conocimiento y el mejor tratamiento de futuros pacientes, su participacion en este estudio
no le traerad ninglin beneficio.

Alternativas: Si Ud. decide no participar en esta investigacion, usted no perdera ninguno
de sus derechos o beneficios actuales.

Compensacién: Ud. no recibira ninguna compensacién econdmica por su participacion en
el estudio,

Confidencialidad: Toda la informacién derivada de su participacion en este estudio sera
conservada en forma de estricta confidencialidad, lo que incluye el acceso de los
investigadores o agencias supervisoras de la investigacién, mediante un sistema de
nimeros para cada individuo. Cualquier publicacion o comunicacién cientifica de los
resultados de la investigacion sera completamente andnima.

Informacién_adicional: Ud. o su médico tratante serdn informados si durante el
desarrollo de este estudio surgen nuevos conocimientos o complicaciones que puedan
afectar su voluntad de continuar participando en la investigacion.

Voluntariedad: Su participacién en esta investigacion es totalmente voluntaria y se puede
retirar en cualquier momento comunicandolo al investigador y a su médico tratante, sin que
ello signifique modificaciones en el estudio y tratamiento habituales de su enfermedad. De
igual manera su médico tratante o el investigador podran determinar su retiro del estudio si
consideran que esa decision va en su beneficio.

Version 1.0, Hospital Clinico Universidad de Chile, 13 Noviembre de 2017 2ded
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Complicaciones: En el improbable caso de que Ud. presente complicaciones directamenté
dependientes de la puncién venosa, Ud. recibir el tratamiento médico completo de dicha
complicacién, financiado por el Hospital Clinico de la Universidad de Chile, y sin costo
alguno para Ud. o su sistema previsional. Esto no incluye las complicaciones propias de su
enfermedad y de su curso natural.

Derechos del participante: Usted recibira una copia integra y escrita de este documento

firmado. Si Ud. requiere cualquier otra informacién sobre su participacion en este estudio
puede comunicarse con:

Investigadora Principal: DR. OCTAVIO ARAVENA MADARIAGA Teléfonos: 2978-6347/-6114,
7-8794903. Programa Disciplinario de Inmunologia, Instituto de Ciencias Biomédicas,
Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

Investigadora Colaborador proyecto: DRA. LILIAN SOTO SAEZ Teléfonos: 2978-6347.
Unidad del Dolor, Departamento de Medicina Interna, Hospital Clinico, Universidad de Chile

Otros Derechos del participante: En caso de duda sobre sus derechos debe
comunicarse con el Presidente del “Comité de Etica de Investigacién en Seres Humanos”,
DR. MANUEL OYARZUN GOMEZ, Teléfono: 2978.9536, Email: comiteceish@med.uchile.d,
Cuya oficina se encuentra ubicada a un costado de la Biblioteca Central de la Facultad de
Medicina, Universidad de Chile en Av. Independencia 1027, Comuna de Independencia,
Santiago.

Alternativamente con el Presidente del “Comité de Etica Cientifico y de Investigacion” del
Hospital Clinico. Teléfono: 2978 6923.

Condlusién:

Después de haber recibido y comprendido la informacién de este documento y de haber
podido aclarar todas mis dudas, otorgo mi consentimiento para participar en el proyecto
"Las células B reguladoras median la funcién reguladora de las células dendriticas a través
de TIM-1, un posible mecanismo alterado en autoinmunidad”,

Versién 1.0, Hospital Clinico Universidad de Chile, 13 Noviembre de 2017 3ded

106



107



Nombre del Sujeto Firma

Rut:

Nombre del Director o delegado Firma

Rut:

Nombre del Investigador Firma Fecha
Rut:
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CONSENTIMIENTO INFORMADO (DONANTE SANO)

Participacion en estudio

“LAS CELULAS B REGULADORAS MEDIAN LA FUNCION REGULADORA DE LAS CELU
DENDRITICAS A TRAVES DE TIM-1, UN POSIBLE MECANISMO ALTERADO EN
AUTOINMUNIDAD"

Grupo individuos sanos: Donacién de Sangre 6 de Concentrado Leucocitario
desde Unidad de Sangre

Nombre del Investigador Principal: DR. OCTAVIO ARAVENA MADARIAGA

R.U.T.: 12.315.484-3 )

Investigadora Colaboradora HCUCH: DRA. LILTIAN SOTO SAEZ

R.U.T.: 10.331.920-K

Instituciones: Programa Disciplinario de Inmunologia, Instituto de Ciencias Biomédicas,
Facultad de Medicina, Universidad De Chile / Seccion de Reumatologia, Departamento de
Medicina, Hospital Clinico Universidad de Chile.

Teléfonos: 2978-6348/-6114, 9-78794903

Invitacién a participar: Le estamos invitando a participar en el proyecto de
investigacién: “Las células B reguladoras median la funcién reguladora de las células
dendriticas a través de TIM-1, un posible mecanismo alterado en autoinmunidad” debido a
que cumple con los requisitos para ser considerado como control sano y donar 60 mi_de
sangre por puncién venosa, o bien una donacién de 450 ml de sangre venosa periférica.
Nuestro proyecto de investigacion se enfoca estudiar el rol de la interaccién de las células B
reguladoras y las células dendriticas en la induccién de tolerancia y autoinmunidad.

Objetivos: Esta investigacién tiene como objetivo evaluar el papel de una pequefia sub
poblacién de células B que posee una funcién reguladora (células B reguladoras), sobre
otras poblaciones celulares como las células dendriticas y la interaccion que existe entre
ambas poblaciones de células del sistema inmune. El estudio evaluara si existe una
interaccién entras las células B reguladoras y las células dendriticas, si hay una alteracion
en la cantidad de esta sub poblacién de células B reguladoras en sangre periférica de
pacientes con artritis reumatoide, asi como también se evaluara si existe una alteracién en
la interaccién de las células B reguladoras y las células dendriticas en comparacion 2 los
controles sanos, como es su caso.

Procedimientos: Si Ud. acepta participar, necesitamos que se someta por una vez a:
(indicar con una X)

Version 1.0, Hospital Clinico Universidad de Chile, 13 de Noviembre de 2017 1de4d
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— Una toma de 60 ml de sangre venosa periférica mediante una puncién venosa e QU
de sus antebrazos, realizada por personal profesional entrenado en la Unidad del Dolor dé
Hospital Clinico de la Universidad de Chile. El objetivo de esta muestra es evaluar la

cantidad y funcién de las células B reguladoras en circulacién. 09 ENE. 2018

— Una donacién de 450 ml de sangre venosa periférica, mediante una puncién venosa en
uno de sus antebrazos, realizada por personal profesional entrenado. El procedimiento no le
tomarda mas de 30 minutos, tiempo en el cual usted permanecera puncionado y
cédmodamente acostado en un sillén, a cargo de un Tecnélogo Medico preocupado que el
procedimiento se lleve a cabo sin contratiempos. Una vez finalizado el procedimiento se le
dejara descansar durante 5 a 10 minutos en el mismo sillén, si no se observan reacciones
adversas se le solicitara se siente , y luego se pare con tranquilidad, si no estd mareado
podra caminar a la sala de autoexclusién, para luego retirarse. De sentirse extrafio o
mareado por un tiempo mayor a 10 minutos, se le tomara los signos vitales (presién y
pulso), dejandole recostado por tiempo mas prolongado hasta que pasen los sintomas
descritos.

Usted podra reanudar sus actividades normales dentro de 30 minutos, sin embargo no
podra fumar ni conducir ningln tipo de vehiculo dentro de un periodo menor a 2 horas,
asimismo no debera actividad fisica dentro del resto del dia y menos realizar ninguin tipo de
deporte extremo. La pérdida de volumen liquido se restaurara en forma progresiva y normal
dentro de ias préximas 24 hora.

Riesgos:

La puncién venosa en un antebrazo puede acompafarse de los siguientes efectos
indeseados: molestias en el sitio de puncién, como dolor o hematomas. En forma muy poco
frecuente pueden aparecer sensaciones de mareo, calambre, hormigueo, adormecimiento y
entumecimiento.

Cualquier otro efecto que Ud. considera que puede derivarse de la puncién venosa (cuando
corresponda) debera comunicarlo al Dr. Octavio Aravena en el teléfono celular 78794903.

Costos: La participacion en este estudio es sin costo alguno para Ud. durante el desarrollo
de este proyecto.

Beneficios: Ademas del beneficio que este estudio significard para el progreso del
conocimiento y el mejor tratamiento de futuros pacientes, su participacién en este estudio
no le traera ningun beneficio.

Alternativas: Si Ud. decide no participar en esta investigacién, usted no perdera ninguno
de sus derechos o beneficios actuales.

Compensacién: Ud. no recibira ninguna compensacién econémica por su participacién en
el estudio.
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Confidencialidad: Toda la informacién derivada de su participacion en este estudio sera
conservada en forma de estricta confidencialidad, lo que incluye el acceso de los
investigadores o agencias supervisoras de la investigacion, mediante un sistema de
nimeros para cada individuo. Cualquier publicacién o comunicacién cientifica de los
resultados de la investigacion sera completamente anénima.

Informacién adicional: Ud. o su médico tratante sern informados si durante el
desarrolio de este estudio surgen nuevos conocimientos o complicaciones que puedan
afectar su voluntad de continuar participando en la investigacidn.

Voluntariedad: Su participacién en esta investigacion es totalmente voluntaria y se puede
retirar en cualquier momento comunicandolo al investigador y a su médico tratante, sin que
ello signifique modificaciones en el estudio y tratamiento habituales de su enfermedad. De
igual manera su médico tratante o el investigador podran determinar su retiro del estudio si
consideran que esa decision va en su beneficio.

Complicaciones: En el improbable caso de que Ud. presente complicaciones directamente
dependientes de la puncién venosa, Ud. recibira el tratamiento médico completo de dicha
complicacién, financiado por el Hospital Clinico de la Universidad de Chile, y sin costo
alguno para Ud. o su sistema previsional.

Derechos del participante: Usted recibird una copia integra y escrita de este documento
firmado. Si Ud. requiere cualquier otra informacién sobre su participacion en este estudio
puede comunicarse con:

Investigadora Principal: DR. OCTAVIO ARAVENA MADARIAGA Teléfonos: 2978-6347/-6114,
7-8794903. Programa Disciplinario de Inmunologfa, Instituto de Ciencias Biomédicas,
Facultad de Medicina, Universidad de Chile. .

Investigadora Colaborador proyecto: DRA. LILIAN SOTO SAEZ Teléfonos: 2978-6347.
Unidad del Dolor, Departamento de Medicina Interna, Hospital Clinico, Universidad de Chile

Otros Derechos del participante: En caso de duda sobre sus derechos debe
comunicarse con el Presidente del “Comité de Etica de Investigacién en Seres Humanos”,
DR. MANUEL OYARZUN GOMEZ, Teléfono: 2978.9536, Email: comiteceish@med.uchile.cl,
cuya oficina se encuentra ubicada a un costado de la Biblioteca Central de la Facultad de
Medicina, Universidad de Chile en Av. Independencia 1027, Comuna de Independencia,
Santiago.

Alterngtivamente con el Presidente del “Comité de Etica Cientifico y de Investigacién” del
Hospital Clinico. Teléfono: 2978 6923.
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Condlusién:
Después de haber recibido y comprendido la informacién de este documento y de haber
podido aclarar todas mis dudas, otorgo mi consentimiento para participar en el proyecto
“Las células B reguladoras median la funcién reguladora de las células dendriticas a través
de TIM-1, un posible mecanismo alterado en autoinmunidad®.

Nombre del Sujeto Firma Fecha

Rut:

Nombre del Director o delegado Firma Fecha

Rut:

Nombre del Investigador Firma Fecha

Rut:
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Santiago, 22 de Noviembre 2017.-

Sefiores
FONDECYT de Iniciacién N° 11170800
PRESENTE

</

Estimados sefiores:

La Unidad de Prevencion de Riesgos & Bioseguridad, Facultad de Medicina, Universidad de Chile certifica
que ha recibido del investigador responsable Dr. Octavio Alexis Aravena Madariaga

, para su estudio el proyecto titulado “REGULATORY B CELLS TIM-1 MEDIATED TOLEROGENIC DENDRITIC
CELLS FUNCTION, A POSSIBLE ALTERED MECHANISM IN AUTOIMMUNITY” Laboratorio de Enfermedades
Autoinmunes e Inflamatorias, Immune Regulation and Tolerance Research Group, Programa Disciplinario
de Inmunologia, Instituto de ciencias Biomédicas, Facultad de Medicina, Universidad de Chile, el cual
cumple con los requerimientos bésicos de Bioseguridad para ser desarrollado, ademds se adecua a las
exigencias establecidas por los manuales: CONICYT “ Bioseguridad 1ra edicion,1994” y “ Manual de Normas
de Bioseguridad, 2da edicién 2008, Centro de Control y Prevencién de Enfermedades, CDC, 42 edicion,
Manual Bioseguridad en laboratorios , Organizacién Mundial de la Salud OMS, Ginebra 2005, por tal motivo
nuestra Unidad da el visto bueno para su realizacion.

El investigador responsable Dr. Octavio Alexis Aravena Madariaga, se compromete a cumplir con las
normas de bioseguridad indicadas en los manuales antes mencionados y las establecidas en el Reglamento
Interno del funcionamiento de los laboratorios, Unidad de Prevencién de Riesgos y Bioseguridad, Facultad
de Medicina, Universidad de Chile. En concomitancia se hace responsable de que todos los participantes
del proyecto cumplan con las normas de bioseguridad establecidas.

Tomé conocimiento: Dr. Octavio AlexiyAravena Madariaga .- R

S P
Ing. Elizabeth Quhi::&i ‘TG. o 4
Unidad de Prevencion de Rie"gos & Biosegdffdad

c.c.
- Decano, Dr. Manuel Kukuljan

- Investigador responsable, Dr. Octavio Alexis Aravena Madariaga
- Archivo

Unlidad de Prevenclén de Rlesgos & Bloseguridad, Facultad de Medicina, Universidad de Chile
Independencla # 1027 / Fono: 229786564 @: upr@med.uchlle.cl
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ACTA DE APROBACION
PROYECTO DE INVESTIGACION SERES HUMANOS

Con fecha 09 de Enero de 2018, el Comité de Etica de Investigacién en Seres Humanos de la
Facultad de Medicina, Universidad de Chile, integrado por los siguientes miembros:

Dr. Manuel Oyarzin G., Médico Neumologo, Presidente

Prof. Gina Raineri B., Abogado y Enfermera-Matrona, Mg. Bioética, Secretaria Ejecutiva
Dr. Hugo Amigo C., Ph. D., Especialista en Salud Pablica

Dra. Lucia Cifuentes 0., Médico Genetista

Sra. Claudia Marshall F., Educadora, Representante de la comunidad.

Dra. Gricel Orellana, Médico Neuropsiquiatra

Prof. Julieta Gonzalez B., Bidloga Celular

Dra. Maria Angela Delucchi Bicocchi, Médico Pediatra Nefrélogo.

Dr. Miguel O'Ryan, Médico InfectSlogo

Prof.2 Maria Luz Bascufian Psicloga PhD, Prof. Asociado.

Ha revisado el Proyecto de Investigacién titulado *B REGULATORY CELLS TOLEROGENIC
DENDRITIC CELL FUNCTION MEDIATED BY TIM-1; POSSIBLE ALTERATION MECHANISM IN
AUTOIMMUNITY”. Y cuyo investigador responsable es el Dr. Octavio Aravena Madariaga, quien
desempefia funciones en el Laboratorio de Patologia Autoinmune e Inflamatoria, 1.C.B.M, Facultad de
Medicina, Universidad de Chile.

El Comité revis los siguientes documentos del estudio:

Proyecto de investigacion in extenso.

CV del investigador responsable y de los Co-in vestigadores.

Carta de aceptacion de las autoridades de las instituciones en que se realizara el estudio.
Consentimiento Informado.

Carta compromiso del investigador para comunicar los resultados del estudio una vez
finalizado éste.

El proyecto y los documentos sefialados en el pérrafg precedente han sido analizados a la luz de
los postulados de la Declaracion de Helsinki, de las Pautas Eticas Internacionales para la Investigacion
Biomédica en Seres Humanos CIOMS 2016, y de las Guias de Buena Préctica Clinica de ICH 1996.

Sobre la base de esta informacién el Comité de Etica de Investigacién en Seres Humanos de la
Facultad de Medicina de la Universidad de Chile se ha pronunciado de Ia siguiente manera sobre los
aspectos del proyecto que a continuacion se sefialan:

a) Caracter de la poblacion estudiada: Cautiva
b) Utilidad del Proyecto: La informacién de ciencias bésicas que se obtendra en este proyecto
podria a futuro utilizarse en terapia.

C) Riesgos y Beneficios: los riesgos son aquellos que se produce en una toma de muestra de
sangre de 60 Ml o de un volumen mayor de 450 mL

d) Proteccidn de los participantes (asegurada por el Consentimiento Informado): Si
e) Notificacién oportuna de reacciones adversas: Si esta considerado

Teléfono: 29789536 - Email: comiteceish@med. uchile.cl
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f) El investigador responsable se ha comprometido a entregar los resultados del estudio a este
Comité al finalizar el proyecto: Si hay una carta de compromiso

g) Requiere seguimiento Site Visit: Si__x __ No Tiempo estimado_N° de visitas_1

Por lo tanto, el comité estima que el estudio propuesto esta bien justificado y que no significa
para los sujetos involucrados riesgos fisicos, psiquicos o sociales mayores que minimos.

Este comité también analizé y aprobd los correspondientes documentos de Consentimiento
Informado y Asentimiento Informado en su versién modificada recibida el 18 de Diciembre de 2017, que
se adjunta firmado, fechado y timbrado por este CEISH.

En virtud de las consideraciones anteriores el Comité otorga la aprobacién ética para la
realizacién del estudio propuesto, dentro de las especificaciones del protocolo.

Se extiende este documento por el periodo de un afio a contar desde la fecha de aprobacién
prorrogable seg(n informe de avance y seguimiento bioético.

Lugar de realizacién del estudio: Laboratorio de Patologia Autoinmune e Inflamatoria, ICBM,
Facultad de Medicina, Universidad de Chile,

Santiago, 09 de Enero de 2018.

rof. Gina Rainer
Secretaria Ejecutiva CEISH

cc - Archivo Proyecto N° 167-2017.
- Acta N° 126

Teléfono: 29789536 - Email: comiteceish@med.uchile.cl
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