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BIOGRAFIA

Naci un dia 15 de abril del afio 1989 en Santiago. Mi papa, por alguna razén
real que aun no me dice, me puso por nombre Maria José. Mi mama queria que me
llamara Mariana, pero de todas formas mi papa llegdé primero al registro civil. Desde
aquel entonces somos tres en la familia y siempre hemos vivido en Quinta Normal. Fui
al jardin Nido Alegre, luego al colegio Bernardo O'Higgins y después al colegio de
monjas Maria Luisa Villalon en Santiago Centro, donde cursé primero hasta sexto
béasico. Entre esos lugares y mi hogar vivi mi infancia. Me caractericé por ser una nifia
alegre, responsable, mandona y traviesa. Siempre he vivido con algun gato de
mascota. Si bien soy hija unica, vivi y disfruté muchos veranos y vacaciones en la casa

de mis tios Sonia y Victor.

A los 17 afios ya tenia decidido que entraria a estudiar Ingenieria en

Biotecnologia Molecular en la Universidad de Chile, gracias a mi prima Veroénica. La




etapa universitaria es lejos la mas linda y desafiante. Es verdad decir que en la U no se
duerme estudiando, que ne salia porque tenia prueba en dos semanas, que vivi mas
tiempo en hogares de mis companieros que en mi casa, etc. Mi papa me transportd en
el Renault 18TL de siempre de aca para alla en calidad de bulto, pues no dormia nada.
La parte linda de la historia fue que aqui tuve la suerte, dicha y fortuna de conocer a
Patricio, quien ha sido mi apoyo incondicional, mi amigo y mucho mas que eso. En este
resumen de mi vida, él se lleva hasta el momento ya 7 lindos arfios, los que espero

sean muchos mas.

A mis 25 afios y mirando hacia atras, me doy cuenta de que tengo la tendencia
inconsciente de escoger el camino mas dificil. Luego de egresar y ftitularme de
Ingeniera en Biotecnologia Molecular de la Universidad de Chile en el Laboratorio de
Inmunologia, decidi continuar mis estudios y cursar el Magister en Ciencias Biologicas
en el mismo lugar para perfeccionar mis conocimientos de citometria de flujo. El
camino fue bastante sinuoso y requirié de mucho esfuerzo y superacion, sin embargo,
logré llegar a la meta. En mi recuerdo quedara la imborrable marca del viaje familiar
hacia la ciudad que nunca duerme y la visita a la estatua de Rocky Balboa, simbolos

que reflejan que todo gran esfuerzo finalmente tiene un premio a cambio.

No me da miedo el futuro. Al contrario. Creo que, como alguien dijo por ahi, soy
la arquitecta de mi propio destino. ¢Por qué negarse a cada nueva aventura que nos

ofrece la vida?

MJMC. Enero, 2015.
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RESUMEN
Una de las funciones clave de los linfocitos B es la produccién de anticuerpos,
la cual es mediada por células plasmaticas y reforzada por la persistencia de sus
precursores: los linfocitos B de memoria. Los linfocitos B de memoria que producen
auto-anticuerpos patogénicos son considerados cruciales en el desarrollo y mantencién

de enfermedades autoinmunes.

Los linfocitos B de memoria en humanos han sido caracterizados como células
que expresan CD27 y moléculas propias de linfocitos B, sin embargo, en ratones no se
conocen marcadores que permitan distinguir esta poblacién. El conocimiento detallado
del fenotipo de estas células de memoria puede contribuir al mejoramiento del

desarrollo de vacunas y a un mayor entendimiento de [as patologias autoinmunes.

El lupus eritematoso sistémico (SLE) es una enfermedad autcinmune
inflamatoria crénica de etiologia desconocida caracterizada por la produccién de auto-
anticuerpos que reconocen antigenos propios como el ADN de doble hebra y otros
antigenos nucleares. Esto lleva a la formacién de complejos inmunes que se depositan
en diferentes érganos y tejidos y reclutan a agentes efectores inflamatorios adicionales,

contribuyendo a la nefro-toxicidad caracteristica del lupus.

En este trabajo utilizamos un protocolo de inmunizacién estandar para
caracterizar los linfocitos B de memoria en ratones, puesto que su fenotipo no ha sido
del todo elucidado. Existen dos sub-poblaciones de linfocitos B de memoria; los
linfocitos B de memoria clasicos IgM-IgD- y los linfocitos B de memoria IgM+ de larga
vida. En este modelo encontramos que los linfocitos B de memoria activados producen

IL-10, IL-8 y TNF. Los linfocitos B de memoria cldsicos producen menos IL-10 e IL-6
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que los linfocitos B de memoria IgM+. Los linfocitos B de memoria clasicos, a diferencia
de los linfocitos B virgenes, al ser activados in vitro expresan CD80, CD73 y PD-L2,
marcadores asociados a memoria. Los linfocitos B de memoria IgM+ expresan

menores niveles de estas moléculas.

Posteriormente y como objetive principal estudiamos las caracteristicas de los
linfocitos B de memoria de ratones que desarrollan lupus para determinar si estos son
normales o se encuentran alterados. Para esto purificamos los linfocitos B de memoria
a partir del bazo de un raton Itpico y al activarlos encontramos un patrén similar de
produccidén de citoquinas en comparacion a los ratones inmunizados. Ademas
encontramos que la poblacion de linfocitos B de memoria clasicos activados expresa
altos niveles de CD80 y CD73, sin embargo presenta una disminucion en [a expresion
de PD-L2, cuya deficiencia podria reflgjar fallas en mecanismos de supresion de la

respuesta inmune, confribuyendo a la condicion de autoinmunidad.

Paralelamente estudiamos otras caracteristicas que nos permitan comprender
cuales son los posibles defectos que presentan los linfocitos B de memoria en el lupus.
Los ratones lGpicos presentan un incremento significativo en el porcentaje de linfocitos
B de memoria clasicos en el bazo mientras que los linfocitos B de memoria IgM+ no
presentaron diferencias significativas comparado a ratones controles. En ganglio

mesentérico, placas de Peyer y ganglios periféricos el porcentaje de linfocitos B de

memoria IgM+ aumenta comparado a ratones controles. El timo de ratones llpicos
presenta un aumento de linfocitos B totales y una disminucion en los linfocitos B de
memoria clasicos mientras que los linfocitos B de memoria IgM+ y los linfocitos B

virgenes aumentan.
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Los organos linfoides secundarios de ratones lGpicos poseen un aumento
exacerbado de linfocitos B GL7+ CD95+, los cuales forman centros germinales, donde
se generan linfocitos B de memoria y células plasmaticas productoras de anticuerpos.
En estos ratones ademas encontramos un incremento en el porcentaje de linfocitos B
de la zona marginal de fenotipo CD21+ CD23- IgM+ CD1d+, los cuales al activarse
producen IL-10 y formarian parte de la poblacién de linfocitos B de memoria que

mantienen el isotipo IgM+,

La presencia de una mayor frecuencia de linfocitos B de memoria y de centros
germinales en ratones lupicos en conjunto con las caracteristicas fenotipicas de las
células encontradas en este trabajo podria dar cuenta de deficiencias en la mantencién
de la homeostasis del sistema inmune, contribuyendo al desarrollo de la patologia del

lupus.
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ABSTRACT

One of the key functions of B lymphocytes is antibody production, which is
mediated by plasma cells and reinforced by the persistency of their precursors: memory
B cells. Memory B cells that produce pathogenic autoantibodies are considered to be

very important in the development and maintenance of autoimmune diseases.

In humans, memory B cells have been characierized as cells expressing CD27
and common markers of B cells, however, in mice there are no known markers that
allow us to distinguish memory B cells. The detailed knowledge of the memory B cells
phenotype can coniribute to the development of better vaccines and to a better

understanding of autoimmune pathologies.

Systemic lupus erythematosus (SLE) is an autoimmune inflammatory chronic
disease of unknown etiology characterized by the production of auto-antibodies reacting
against self antigens such as double stranded DNA and other nuclear antigens. This
leads to the formation of immune complexes that are accumulated in different organs
and tissues recruiting additional inflammatory effector agents that contribute to the

characteristic nephro-toxicity of lupus.

In this work we used a standard immunization protocol to characterize memory
B cells in mice because their phenotype has not been completely elucidated. There are
two subsets of memory B cells: memory B cells classically defined as IgM-IgD- and
long- lived IlgM+ memory B cells. In this model we found that activated memory B cells
produced IL-10, IL-6 and TNF. Classic memory B cells produced less iL-10 and IL-6

than IgM+ memory B cells. Classic memory B cells, unlike naive B cells, when activated
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in vitro expressed memory-associated markers CD80, CD73 and PD-L2. IgM+ memory

B cells expressed lower levels of these molecules.

We then studied the characteristics of memory B cells in lupic mice to determine
if these are normal or altered. To do this we purified memory B cells from the spleen of
a lupic mouse and activated them. We found a pattern of cytokine production similar to
immunized mice and found that activated classic memory B cells expressed high levels
of CD80 and CD73 but a decreased level of PD-L2. This deficiency could reflect failures
in suppression mechanisms of the immune response, contributing to an autoimmune

condition.

We also studied other characteristics that could help us to understand the
possible defects that memory B cells present in lupus. Lupic mice have a significant
increase of the percent of classic memory B cells in spleen while IgM+ memory B cells
do not present a significant difference when compared to control mice. The percentage
of IgM+ memory B cells increases in mesenteric lymph node, Peyer patches and
peripheral lymph nodes in contrast to control mice. The thymus of lupic mice presents
an increase of total B cells and a decrease in classic memory B cells while igh+

memory and najve B cells are increased.

Secondary lymphoid organs from lupic mice have an exacerbated increase of
GL7+CD85+ B cells, which form germinal centers and generate classic memory B cells
and antibody-producing plasma cells. In these mice we also found an increase in the
percent of marginal zone B cells with a CD21+CD23-IgM-CD1d+ phenotype, which

produce I1.-10 when are activated and could form part of IgM+ memory B cell pool.
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The increase in the frequency of memory B cells and germinal centers together
with the phenotype of memory B cells found in lupic mice could reflect deficiencies in
homeostasis maintenance of the immune system, contributing to the development of

the lupus pathology.
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INTRODUCCION

El lupus es un trastorno autoinmune que afecta a las articulaciones, la piel, los
rifiones, la sangre y otras partes del cuerpo. Para comprender esta patologia

necesitamos conocer previamente el funcionamiento normal del sistema inmune.

1. El sistema inmune.

El sistema inmune comprende el conjunto de elementos responsables de
protegernos de patdogenos como bacterias, virus, hongos y de eliminar células
cancercsas. Ademas es el encargado de mantener la tolerancia frente a aquellos
elementos propios o no propios que no representen un peligro para la integridad del

individuo.

La invasion por parte de un agente infeccioso desencadena en primer lugar los
mecanismos de respuesta defensivos del sistema inmune innato, mientras que
posteriormente se desencadena la respuesta inmune adaptable. Esta respuesta se
caracteriza por ser especifica frente a diversas moléculas y por poseer memoria
inmunoldgica, la cual permite aumentar la magnitud y capacidad defensiva de cada
respuesta frente a exposiciones sucesivas del agente infeccioso. La inmunidad
adaptativa es mediada por la generacion de linfocitos B y linfocitos T que producen
anticuerpos o citoquinas, respectivamente, los cuales facilitan el desarrollo de la
respuesta inmune (Abbas y cols., 2008). En este trabajo nos enfocaremos en el estudio

de la poblacion de linfocitos B.




1.1. Origen de los linfocitos B y su rol en la respuesta inmune.

La efectividad de la respuesta inmune adaptativa requiere la generacién de
anticuerpos capaces de reconocer una alta diversidad de antigenos. Los linfocitos B

son las células que poseen un papel clave en el proceso de produccion de anticuerpos.

Los linfocitos B se producen continuamente a lo largo de nuestra vida,
originandose inicialmente en el higado fetal y luego a partir de células madre de [a
médula dsea (Busslinger, 2004). Una de las caracteristicas clave de la diferenciacion
hacia el linaje de linfocito B es la iniciacién de re-arreglos en los genes de las cadenas
pesadas y livianas que conforman las inmunoglobulinas y la expresién de factores de
transcripcion maestros como Pax5 (Nutt y Knee, 2007). Una vez formados, los
linfocitos B migran a través del flujo sanguineo al bazo y recirculan entre los foliculos
linfoides del bazo y los linfonodos periféricos, ejerciendo una funcidén crucial en la

respuesta inmune (Carsetti y cols., 2004).

Los linfocitos B pueden ser clasificados en dos linajes: B-1 y B-2. Existe un
debate respecto a si ambas poblaciones derivan desde un progenitor comun o no, sin
embargo, cada linaje posee papeles diferentes en la inmunidad humoral (Montecino-
Rodriguez y Dorshkind, 2012). Por ofra parte, existen diferencias en la generacion de la
diversidad del receptor BCR y del nicho anatémico donde estas se localizan, las cuales
se muestran en la Tabla |. Las caracteristicas funcionales y fenotipicas de los linfocitos
B-1 han sido estudiadas en modelos murinos, pero el analogo en humanos ha sido
descrito solo recientemente (Giriffin y cols., 2011). Por otro lado, los linfocitos B-2 han
sido caracterizados con mayor profundidad en humanos y en ratones. En esta tesis nos

enfocaremos en el estudio de los linfocitos B-2.




Tabla I. Comparacion entre los linajes B-1 y B-2 de linfocitos B.

Ontogeniay B-1 B-2
funcién
Funciones Barrera inmune rapida, Respugsta inmu'nt? adaptgtiva:
neinales anticuerpos naturales, memoria inmunoldgica, vigilancia,
principa respuestas TI. respuestas TD y Tl
Ubicacidn Organos linfoides secundarios,
anatémica Bazo y mucosas circulacién sanguinea.
Higado fetal y médula
Desarrollo osea en adulios. Generacién continua en la médula
Auto-renovacion en la dsea.
periferia.

Sub-poblaciones B-1a. B-1b Foliculares (FO), de la zona
principales ! marginal (MZ), de transicion (TN)
Isotipo de

anticuerpos IgM, IgA 1gG, IgM, IgA, IgE
secretados

TD, Tl: respuesta dependiente e independiente de linfocitos T.

(Modificado de Naradikian y cols., 2014).

Los linfocitos B ademas del rol clave que poseen en la produccidn de
anticuerpos pueden ejercer otras funciones importantes, como son la presentacién de
antigenos a linfocitos T CD4+ previamente estimulados por las células dendriticas y la
produccion de citoquinas. Al ejercer su papel como APC (Antigen Presenting Cell), los
linfocitos B pueden dirigir la respuesta inmune hacia Th2 (Macaulay y cols., 1997). Al
activarse, los linfocitos B pueden producir citoquinas pro-inflamatorias ([L-1, IL-6, TNF y
linfotoxina-a), factores de crecimiento hematopoyeticos (GM-CSF e IL-7) y citoquinas

inmunosupresoras (TGF-p1 e IL-10) (Zhang vy cols., 2014),




1.2. Linfocitos B y memoria inmunolégica.

Los linfocitos B pueden reconocer un antigeno directamente, activarse y
diferenciarse a célula plasmaética, o bien realizar este proceso con la ayuda de linfocitos
T cooperadores (Th o T-helper), los cuales fueron previamente activados por una
célula dendritica. Se dice entonces que los linfocitos B pueden diferenciarse en forma
T-independiente o T-dependiente. La caracteristica de la respuesta inmune T-
dependiente es la formacién de centros germinales. Los centros germinales son
estructuras transientes que se originan en los érganos linfoides secundarios en las
regiones ricas en linfocitos B llamadas foliculos, donde se produce el cambio de clase
de las inmunoglobulinas y la maduracién de la afinidad de los anticuerpos. Los
linfocitos B activados interaccionan con linfocitos T que han sido activados por una
célula dendritica que le presenta al linfocito T el mismo antigeno que activé al linfocito
B inicialmente. La interaccion de los linfocitos B y T antigeno-especificos produce la
proliferacion y diferenciacion de los linfocitos B conducentes a la produccién de células
plasmaticas. Durante este proceso, una parte de estos linfocitos sigue un programa de
diferenciacién distinto ya que son capaces de reconocer factores de sobrevida, dando
origen a los linfocitos B de memoria. Estas células se caracterizan por persistir durante
periodos prolongados y generar respuestas inmunes mas rapidas y eficientes frente a
un re-encueniro con el agente patégeno (Tarlinton, 2006; Shlomchik y cols., 2012).
Dentro de los linfocitos T también existen células de memoria, las que residen en los
tejidos y proveen proteccién inmediata ante una nueva infeccién mediante la activacién

de sus funciones efectoras (Sallusto y cols., 2010).

La memoria inmunolégica se ve reflejada en diferencias cualitativas y

cuantitativas entre la respuesta inmune que ocurre después de la primera exposicion al




antigeno comparada ¢on la que ocurre posterior a la re-exposicién frente al antigeno.
Las respuestas de memoria son mas rapidas, de mayor magnitud y comprenden la
produccién de anticuerpos de mayor afinidad. La formacién y mantenimiento de los
linfocitos B de memoria son de gran importancia para el disefio de vacunas y para el

tratamiento de inmunodeficiencias (Tarlinton, 2006; Bevan, 2011).

Los linfocitos B poseen un recepior formado por una inmunoglobulina de
membrana (BCR) a través del cual reconocen los antigenos. Los linfocitos B virgenes
expresan las inmunoglobulinas IgM e IgD. La primera exposicién frente a un antigeno
activa al linfocito B, produce la degradacion de IgD (Black y cols., 1980; Preud homme
y cols., 2000) e induce una respuesta inmune que es inicialmente dominada por la
produccion de anticuerpos del isotipo IgM. A medida que la respuesta progresa, los
linfocifos B que entran en los centros germinales editan sus genes de las
inmunoglobulinas a través de procesos de hiper-mutacién somatica y cambio de clase
o de isotipo, produciendo anticuerpos IgG, IgE e IgA (Naito y cols., 2007; Di Noia,
2007). El estudio de los linfocitos B de memoria se ha enfocado clasicamente en la
poblacion de células que ha sufrido el proceso de cambio de clase de isotipo de la
inmunoglobulina. Sin embargo, en los Ultimos afios se han identificado nuevas sub-
poblaciones, donde se destaca la importancia de las células de memoria que
conservan el isotipo inicial IgM (Weill y cols., 2013). Los linfocitos B de memoria IgM+
se forman independientemente de los centros germinales y son de larga vida,
otorgando proteccion a largo plazo (Dogan y cols., 2009; Pape y cols., 2011) a

diferencia de los linfocitos B IgG+,.

Los linfocitos B de memoria han sido caracterizados en humanos por la

expresion de la molécula de superficie CD27 (proteina de [a familia de receptores de




TNF) en conjunto con marcadores propios de los linfocitos B (Klein y cols., 1998), sin
embargo, en ratones no se conocen marcadores que permitan distinguir linfocitos B de
memoria. Una aproximacién para estudiar los linfocitos B de memoria en modelos
murinos ha sido la utilizacion de ratones cuyos linfocitos B poseen un receptor BCR
transgenico de especificidad conocida. Este sistema permite la generacion de linfocitos
B de memoria en altas frecuencias luego de inmunizar los animales. Utilizando este
tipo de modelos murinos se ha observado que no existe una expresién diferencial del
marcador CD27 entre linfocitos B virgenes y linfocitos B experimentados o activados
(Anderson y cols., 2007). Esto se correlaciona con un estudio anterior de Xiao y cols.,
donde se encontré que los linfocitos B que expresan CD27 poseen una menor
frecuencia de hiper-mutaciones somaticas que los linfocitos B que no expresan CD27
(Xiao y cols,, 2004). Por lo tanto, el marcador de superficie CD27 no parece
correlacionarse con una poblacion de linfocitos B de memoria en ratones. La
contribucion de los linfocitos B de memoria murinos a las enfermedades autoinmunes
no ha sido elucidada del todo debido a Ia falta de marcadores de superficie que los

definan (Bergmann y cols., 2013).

La diversificacion del isotipo de inmunoglobulina mediante el proceso de
recombinacion es esencial para el desarrollo de la respuesta inmune humoral.
Recientemente se ha descrito que la adenosina extracelular, derivada del metabolismo
del ATP, contribuye indispensablemente a que el proceso de recombinacion sea
llevado a cabo en los linfocitos B. En estas células la estimulacion coordinada del BCR,
de los receptores de tipo Toll (TLR) y del receptor CD40 conduce a la liberacién de
ATP almacenado en vesiculas sensibles al calcio. Posteriormente las enzimas de

transmembrana con actividad ecto-nucleotidasa CD39 y CD73 actitan en tandem y



degradan el ATP a adenosina, la cual es sensada en forma autocrina por el linfocito B

e induce el proceso de cambio de isotipo (Figura 1) (Schena y cols., 2013).
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Figura 1. El proceso de cambio de clase de inmunoglobulina en los linfocitos B es
mediado por CD39 y CD73. La activacion de los linfocitos B mediante sefalizacién del BCR y
del receptor CD40 induce la liberacién de ATP almacenado en vesiculas sensibles al calcio. El
ATP es degradado a AMP por CD39 y CD73 lo hidroliza a adenosina como producto final, el
cual es sensado por el linfocito B en forma autocrina e induce la recombinacion de genes de
inmunoglobulina. Modelo propuesto por Schena y cols., 2013,



1.3. Linfocitos B en el timo.

El timo es el 6rgano linfoide central donde ocurre la diferenciacién y seleccion
de linfocitos T. Estos procesos estan dirigidos por la interaccién entre el receptor del
linfocitos T y las moléculas MHC-Il expresadas por células presentadoras de antigeno
intra-timicas. La literatura reciente describe que en el timo también se encuentran

presentes otras APCs como es el caso de los linfocitos B (Walters y cols., 2014).

En un timo normal se puede encontrar una baja proporcién de linfocitos B, sin
embargo, en condiciones patolégicas que incluyen enfermedades autoinmunes la
migracién de linfocitos B desde la periferia hacia el timo se ve altarnente aumentada
(Hodge y cols., 2012). Lo anterior genera una incognita interesante respecto de cual es

el papel que cumplen los linfocitos B en el timo,

2. Autoinmunidad: pérdida de la tolerancia a lo propio.

El sistema inmune posee la capacidad de prevenir el desarrollo de respuestas
inmunes frente a antigenos propios, proceso que definimos como tolerancia. Sin
embargo, pueden ocurrir fallas en la tolerancia de los linfocitos B hacia estos
antigenos, origindndose de esta forma las enfermedades autoinmunes (Lleo y cols.,

2010).

Dentro del diverso repertorio de receptores BCR con afinidad por diferentes
antigenos, alguno de estos presentara reactividad contra antigenos propios. En el
linaje de los linfocitos B, las células auto-reactivas son eliminadas en la médula dsea
(tolerancia central) y en el bazo (tolerancia periférica). Los mecanismos de tolerancia
central excluyen por seleccién negativa a los linfocitos B inmaduros auto-reactivos,

impidiendo su salida hacia la periferia. También existen mecanismos de seleccién




positiva, donde los linfocitos B inmaduros normales pueden emigrar y poblar los
compartimentos periféricos. Una vez que este punto de control es superado
exitosamente los linfocitos B inmaduros se diferencian a células maduras en el bazo,
generando un repertorio de linfocitos B virgenes capaces de reaccionar frente a
antigenos forédneos (Gururajan y cols., 2014). Sin embargo, una fraccién de linfocitos B
inmaduros auto-reactivos, los cuales mantienen una baja afinidad por antigenos
propios, pueden escapar el control de tolerancia y migrar hacia la periferia (Hardy y

cols., 2012).

La edicion del BCR es ofro mecanismo de induccion de tolerancia que ocurre en
la medula ésea. Los linfocitos B auto-reactivos inmaduros pueden editar su BCR,
reactivando su programa de re-arreglo genético de la cadena liviana de la
inmunoglobulina. Este proceso resulta en la expresién de un nuevo BCR con afinidad
por antigenos externos, lo que les permite a los linfocitos B “editados” migrar hacia la

periferia (Tiegs y cols., 1993).

Dentro de los mecanismos de tolerancia periférica se encuentra la seleccién de
los linfocitos B segun la especificidad del BCR y la intensidad de la sefial que se
produce al ser activados. Si un linfocito B auto-reactivo logra llegar a la periferia y se
activa frente a un antigeno propio con una sefial intensa sera eliminado (Miller y cols.,
2006). Este mecanismo es plastico y la seleccién dependera ademas de la capacidad
del linfocito B de sensar el factor de sobrevida BAFF (B-cell activating factor) (Scholz y

cols., 2013).

La susceptibilidad genética, factores medioambientales y fallas de los

mecanismos de induccién de tolerancia previamente mencionados generan




enfermedades autoinmunes (Luning-Prak y cols., 2011). Las patologias autoinmunes
incluyen mas de 70 enfermedades diferentes, las cuales afectan aproximadamente el
5% de la poblacidn occidental. Se caracterizan principalmente por presentarse en
mujeres y afectan de manera importante la calidad de vida (Moroni y cols., 2012). En

esta tesis nos enfocaremos en particular en el estudio del lupus.
3. El lupus eritematoso sistémico.

El lupus eritematoso sistémico (SLE) es un desorden autoinmune muilti-
sistémico donde participan factores ambientales y genéticos que conducen a la pérdida
progresiva de tolerancia hacia antigenos propios a lo large del tiempo, culminando
finamente en el desarrollo de la patologia clinica. Este trastorno presenta
manifestaciones clinicas heterogéneas, produciéndose periodos de exacerbacion y
remision, donde los sinfomas desaparecen en forma parcial o fotal (Obermoser y

Pascual, 2010).

En el lupus se produce un estado de inflamacidén crénico caracterizado por la
produccion de auto-anticuerpos capaces de reconocer antigenos propios tales como
ADN de doble hebra, histonas, ribonucleoproteinas y con una prevalencia inferior se
producen anticuerpos anti fosfolipidos, eritrocitos, y plaquetas (Hahn y Wallace, 2012).
Uno de los factores que contribuyen al desarrollo de autoinmunidad es la eliminacion
inapropiada de células apoptoéticas, las cuales se transforman en una fuente de auto-
antigenos presentados por las células dendriticas a los linfocitos T, activando células T
auto-reactivas que activaran linfocitos B auto-reactivos. Los auto-anticuerpos formaran

complejos inmunes con auto-antigenos, los cuales se depositaran en los tejidos y
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activaran componentes del complemento o células fagociticas que finalmente

destruiran el tejido (Murioz y cols., 2010; Townsend y cols., 2010).

En el lupus existe una contribucidon genética compleja, donde se han
identificado diversos locus de susceptibilidad, sin embargo se estima que a la fecha
solo se conoce el 10% de estos genes. Enfre estos se conocen: genes del MHC-II
involucrados en la presentacion de antigenos a linfocitos T CD4+, moléculas de
sefializacion presentes en linfocitos T y B activados, moléculas del complemento
involucradas en la eliminacién de células apoptéticas y complejos inmunes, etc

(Obermoser y Pascual, 2010).
4. Contribucién de los linfocitos B a la patogénesis del lupus.

En el lupus se produce una desregulacién de los mecanismos de tolerancia. A
pesar de que la patogénesis del lupus no ha sido del todo dilucidada, existen
evidencias que indican que los linfocitos B juegan un papel central, donde participan en
la producciéon de auto-anticuerpos, en la presentacién de auto-antigenos, en la
produccion de citoquinas y la modulacién del repertorio de linfocitos T (Anolik y cols.,
2004). En pacientes que desarrollan esta enfermedad se ha observado una distribucion
anormal de linfocitos B en comparacién a controles sanos, donde los pacientes IUpicos
presentan un incremento de linfocitos B virgenes auto-reactivos (Sang y cols., 2013;
Yurasov y cols.,2005 ). En un estudio realizado por Jacobi y cols., 2009 se destaca que
los pacientes Ilpicos presentan linfocitos B virgenes y experimentados capaces de
reconocer ADN de doble hebra. Mas aun, incluso en pacientes en remision se han
encontrado elevados nimeros de linfocitos B virgenes auto-reactivos, sugiriendo que la

acumulacion de estas células podria agravar la patologia (Yurasov y cols., 2006).
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Estudios recientes han relacionado a los receptores de patrones asociados a
patégenos TLR7 y TLR9 con la regulacién de la tolerancia inmune. Un linfocito B auto-
reactivo puede reconocer acidos nucleicos en forma de complejos inmunes a través del
BCR, internalizarlos y transportarlos al compartimento endosomal donde son
reconocidos por los receptores TLR7 y TLRS, generando cascadas de sefializaciéon que
culminan en la produccién de auto-anticuerpos {Kono y cols., 2009; Moresco y cols.,

2011).

4.1. Linfocitos B de memoria en el lupus.

Se ha descrito que en pacientes sanos existe una baja proporcion de linfocitos
B virgenes capaces de reconocer auto-antigenos con baja afinidad, no obstante, estas
células son normalmente excluidas del proceso de hipermutacién somatica en la
transicion hacia linfocitos B de memoria IgM+ como mecanismo de control de

tolerancia (Tsuiji y cols., 2006).

Por el contrario, en el lupus la mayoria de los auto-anticuerpos son originados
de novo en los centros germinales (CGs) a través del proceso de hipermutacion
somatica luego de la activacion y diferenciacion de linfocitos B auto-reactivos. Esto
refleja la ruptura de otro mecanismo de tolerancia a nivel de CGs en el lupus, donde en
la condicion autoinmune los linfocitos B auto-reactivos no son excluidos de los centros
germinales. Esta desregulaciéon puede llevar a la produccién de nuevos linfocitos B
auto-reactivos, los que contribuyen al circulo vicioso de la produccién de auto-

anticuerpos (Cappione y cols., 2005).

Los linfocitos T contribuyen a la patogénesis del lupus en parte favoreciendo la

activacion de linfocitos B auto-reactivos. Los linfocitos T foliculares (Tgs) CXCR5+ son
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atraidos por la quimioquina CXCL13 hacia los centros germinales, donde participan en
el proceso de cambio de isotipo y diferenciacidén de los linfocitos B hacia células
plasmaticas productoras de anticuerpos (Craft, 2012). En algunos pacientes lupicos se
ha observado un incremento en el nimero de linfocitos Tey en los CGs, lo que se
correlaciona con €l nivel elevado de auto-anticuerpos en la sangre, [a proporcion de
linfocitos B en los CGs y la severidad de la enfermedad (Feng y cols., 2012). Como
resultado de la reaccion de los centros germinales se producen linfocitos B de memoria
antigeno-especificos y células plasmaticas, cuyo aumento ha sido reportado en

pacientes que desarrollan lupus (Jacobi y cols., 2003).

AUn cuando la investigacion en el campo de las enfermedades autoinmunes
inicialmente comenzd con la caracterizacion detallada de los auto-anticuerpos y de las
células que los producen, queda todavia el desafio de comprender la naturaleza de la

activacion de los linfocitos B y de la generacion de células de memoria.

En base a los antecedentes descritos anteriormente, en este trabajo

propusimos caracterizar la poblacién de linfocitos B de memoria y estudiar su

contribucién a la patogenicidad en un modelo murino del lupus eritematoso sistémico.




HIPOTESIS

Los ratones Ilupicos presentan linfocitos B de memoria que poseen

caracteristicas fenotipicas propias.

OBJETIVOS GENERALES Y ESPECIFICOS

Objetivo General

Caracterizar fenotipicamente los linfocitos B de memeoria en un modelo murino

del lupus eritematoso sistémico.

Objetivos especificos

1) Estudiar las poblaciones de linfocitos B de memoria presentes en los diferentes

érganos linfoides en ratones inmunizados.

2) Caracterizar los linfocitos B de memoria de acuerdo a la expresion de diferentes
marcadores de superiicie y a [a produccién de citoquinas en respuesta a la

activacioén en ratones inmunizados.

3) Caracterizar los linfocitos B de memoria mediante marcadores de superficie y

localizacion tisular en ratones que desarrollan lupus.
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MATERIALES Y METODOS

1. Ratones.

Se obtuvieron ratones hembra de la cepa (NZB x NZW) F1 como modelo del
lupus murino y ratones hembra de la cepa NZW de The Jackson Laboratory (Bar
Harbor, USA). Se utilizaron ratones hembra (NZB x NZW) F1 de 6 meses denominados
IGpicos, los cuales producen anticuerpos anti-ADN de doble hebra y presentan dafio
renal pues excretan proteinas en la orina en altos niveles (proteinuria de 500 mg/dL o
+3 medido por Combur Test N, Roche). Se utilizaron como controles ratones hembra
de la cruza de las cepas (hembra NZW x macho Balb/c) pareados por edad. Los
ratones se mantuvieron en el bioterio de la Fundacion Ciencia y Vida (Santiago, Chile)
en condiciones de esterilidad, con aire filtrado y comida autoclavada. Los animales se

sacrificaron utilizando una dosis letal de didxido de carbone.
2. Obtencién de células a partir de érganos linfoides.

A partir de ratones lUpicos y controles se aislaron los siguientes 6rganos
linfoides: bazo, ganglio mesentérico, ganglios periféricos axilares e inguinales, placas
de Peyer y timo. Los bazos fueron perfundidos en 10 mL de medio RPMI+10% FCS. La
suspension celular se centrifugé a 600 x g por 7 min a 4°C y el pellet fue resuspendido
en 2 mL de solucion de lisis de globulos rojos (RBC Biolegend) e incubado por 5
minutos en hielo. Las células se lavaron con 10 mL de medio RPMI+ 10% FCS
nuevamente y se resuspendieron en este mismo medio. Los drganos linfoides
restantes fueron puestos en 300 pL de medio RPMI + 10% FCS y se disgregaron con
tijeras. Posteriormente, las suspensiones celulares fueron pasadas por una malla

metalica de 90 um y se lavaron con 4 mL de medio RPMI+10% FCS.
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3. Citometria de flujo. Marcaje de superficie.

Por cada punto experimental se utilizd aproximadamente 0,5 x 10° células, las
cuales fueron incubadas por 10 min a 4°C con Fc¢ block diluido 1/400 en PBS + 2%
FCS. Las moléculas de superficie de interés fueron detectadas con anticuerpos
monoclonales diluidos en PBS + 2% FCS. El marcaje se realizé durante 20 mina 4°C y

en oscuridad. Los anticuerpos utilizados en este frabajo se muestran en la Tabla II.

Tabla Il. Anticuerpos monoclonales anti-ratén utilizados.

Ant;c::;:rp °|  Fluoréforo Clon Marca Dilucidén

gD FITC 11-26c2a | BD Biosciences | 1/400
CD19 FITC 6D5 Biolegend 1/400
CD23 FITC B3B4 BD Pharmingen | 1/400
CD80 FITC 16-10A1 eBioscience 1/100
Cb11c PE N418 eBioscience 1/200

IgA PE mA-6E1 eBioscience 1/400
CD21 PE eBio4E3 eBioscience 1/200
PD-L2 PE TY25 eBioscience 1/200
CD39 PE 24DM51 eBioscience 1/200
CD5 PE 53-7.3 eBioscience 1/400

IgM Pe Cy7 RMM-1 Biolegend 1/200
CcD73 Pe Cy7 EBioTY/11.8 | eBioscience 1/200
CD95 Pe Cy7 Jo2 BD Biosciences | 1/100
GL7 efluor 660 GL7 eBioscience 1/200
CD1d Alexa 647 1B1 Biolegend 1/400
B220 APC RA3-6B2 Biolegend 1/400
CD19 APC efluor780 eBio1D3 eBioscience 1/400
CD1le APC efluor780 N418 eBioscience 1/200




Al término de la incubacién con los anticuerpos de superficie, las células fueron
lavadas con 1 mL de PBS + 2% FCS y centrifugadas a 600 x g por 7 min a 4°C. Las
células se resuspendieron en PBS+2%FCS y se analizaron por citometria de flujo en
un FACSCanto Il (BD Biosciences). Las células muertas fueron descartadas utilizando
el colorante vital yoduro de propidio a una concentracion aproximada de 1 Hg/10°
células. El andlisis de los datos de citometria se realizd utilizando el software FlowJo
(Tree Star, Inc). Para los andlisis estadisticos, la normalidad de los datos se comprobd
mediante un test de Shapiro-Wilk y luego se ejecutaron los t-test pareados o no segin
el caso. En los casos donde los datos no se ajustaron a una distribucidn normal se
utilizé un test no paramétrico (Mann-Whitney). Paralelamente se usé el software Graph

Pad Prism v. 5.01 2007.

4. Activacién de esplenocitos y marcaje intracelular para la deteccion de IL-

10.

Se activaron esplenocitos de ratdn a una concentracion de 2 x 10° células/mL
en medio RPMI + 10% FCS + B-mercaptoetanol 0,1% v/v (55 yM aproximadamente)
con PMA (Sigma) 50 ng/mL, ionomicina (Sigma) 0,5 pg/mL, LPS de E.coli
(Calbiochem) 10 pg/mL y monensina (BD Biosciences) 3,5 yg/mL a 37°C 5% CO; por 5
horas. Como control de la activacion las células se trataron sélo con monensina 3,5
pg/mL. Transcurrido el periodo de incubacion las células se recuperaron y se procedio
con el marcaje de superficie de linfocitos B como se describié previamente. Las células
se resuspendieron en 200 pL de buffer de permeabilizacion y fijacion (Kit
Cytofix/Cytoperm, BD Bioscience) por 20 minutos a 4°C en oscuridad. Luego, las
células se lavaron con 700 pL de buffer de permeabilizacion y se centrifugaron a 700 x

g por 7 minutos a 4°C. Posteriormente, las células se incubaron durante 30 minutos a
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4°C en oscuridad con los anticuerpos intracelulares diluidos en buffer de
permeabilizacion. Luego las celulas se lavaron con 700 pL de buffer de
permeabilizacién y se centrifugaron a 700 x g por 7 minutos a 4°C. Finalmente, las
células se resuspendieron en 250 pL de PBS + 2% FCS para ser analizadas por

citometria de flujo.
5. Protocolo de inmunizacién de ratones,

Se inmunizaron ratones Balb/c de 2 meses de edad en forma intraperitoneatl
con 50 pg de proteina ovoalbimina (Grado Vi, Sigma) en adyuvante completo de
Freund para la primera inmunizacién y en adyuvante incompleto de Freund en las
inmunizaciones siguientes. Se realizé una inmunizacién semanal durante cuatro
semanas. Se colectd suero inmune desde la vena de la cola tres dias después de la
Gltima inmunizacién. Los animales se dejaron descansar durante un mes. Tres dias
antes de ser sacrificados se les dio una inmunizacion extra de 50 ug de OVA en

adyuvante incompleto de Freund.
6. ELISA para la deteccion de anticuerpos anti-OVA.

Se utilizaron placas de 96 pozos de fondo plano Maxisorp (Nalgene Nunc
International, USA), las cuales se recubrieron con 100 ng de Ovoalbimina disueltos en
100 plL de tampon de dilucién (Na,CO; 3,5% pfv, NaHCO; 5,6% pfv, pH 9,5) por pozo y
se incubaron a 4°C durante toda la noche. Posteriormente la placa se lavé con PBS-
Tween 0,1% y se bloquedé durante una hora con PBS-Tween 0,1% a temperatura
ambiente. Luego se afiadieron 100 pL de suero inmune diluido en forma seriada en
PBS-Tween 0,1% desde 1/100 hasta 1/200.000 aproximadamente y se incubd por una

hora a temperatura ambiente. La placa se lavd tres veces con PBS-Tween 0,1% y se



artadieron 100 pL del anticuerpo secundario hecho en cabra anti-inmunoglobulina de
ratdén conjugado a peroxidasa de rabano (BD Pharmingen) diluido 1/1.000 en PBS-
Tween 0,1%. Luego de la incubacién por una hora a temperatura ambiente en
oscuridad la placa se lavo tres veces con PBS-Tween 0,1% y dos veces con agua
bidestilada. Se agregaron 100 UL por pozo de la mezcla de reaccidn que contiene el
sustrato de la enzima peroxidasa (kit TMB Substrate reagent set, BD Biosciences) para
producir el desarrollo del color. La reaccion se detuvo luego de un minuto con 50 pL de
HsPO,; 1M por pozo y se leyo la densidad optica a 450 nm en un espectrofotdémetro

(Precision microplate reader, Molecular Devices).
7. Purificacion de sub-poblaciones de linfocitos B de bazo por cell sorting.

Se extrajo el bazo de los ratones, se perfundié y se lisaron los glébulos rojos
como se describid anteriormente. Para cada purificacion se utilizaron 160 x 10°
esplenocitos, los cuales se incubaron con 4 pL de Fe-block en un volumen de 400 pL
de medio RPMI+10% FCS durante 10 minutos a 4°C en agitacion. Luego se afiadieron
4 uL de los anticuerpos de superficie para seleccionar las poblaciones de interés y se
incubd durante 20 minutos a 4°C en agitacion y oscuridad. Las células se lavaron en 5
mL de medio RPMI+10% FCS y se resuspendieron a una concentracién de
aproximadamente 30 x 10° células/mL para proceder a la separacion celular. Para
estudiar las sub-poblaciones de linfocitos B de los ratones inmunizados se utilizaron los
anticuerpos a-lgD FITC, a-lgM PeCy7 y a-CD19 efluor 780 y se aislaron segin el
siguiente fenotipo: linfocitos B virgenes: CD19+ IgM+ IgD+, linfocitos B de memoria
IgM: CD19+IgM+IgD-, linfocitos B de memoria que han hecho el cambio de isotipo:
CD19+IgM-IgD-. Para estudiar los linfocitos B en el ratén Idpico se utilizaron los

anticuerpos a-lgD FITC, a-CD5 PE, a-IlgM PeCy7, a-B220 APC y a-CD11¢ efluor 780.
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Los linfocitos B se purificaron descartando ademas las células CD11c+ y CD5+. En
todos los experimentos realizados la pureza de las poblaciones obtenidas fue igual o

superior al 98%.
8. Cultivo y activacién de sub-poblaciones de linfocitos B.

Los linfocitos B purificados se pusieron a una concentracién de 1 x 108
células/mL en medio RPMI + 10% FCS + B-mercaptoetanol 0,1% viv (55 pM
aproximadamente) y se agregé CpG 2 pg/mL (CpG oligonucleotide ODN 1826,
Invivogen) y a-CD40 1 pg/mb (Purified NA/LE Rat a-mouse CD40 clon (3/23), BD
Pharmingen) (Gallagher y cols., 2006; Cho y cols., 2013). Las células se cultivaron por

48 horas a 37°C y 5% CO..
9. Deteccién de citoquinas mediante CBA (Cytometric Bead Array).

La deteccion de citoquinas en los sobrenadantes de la activacion de linfocitos B
se realizd utilizando el kit CBA (Cytometric Bead Array) inflamatorio de ratén, el cual
permite medir simuitdneamente las citoquinas [L-12p70, TNF, IL-6, IL-10, MCP-1 e
IFN-y. Para esto se incubaron 11 pL de sobrenadante con 11 pl de una mezcla de las
perlas especificas para cada citoquina y 11 L del reactivo de deteccion en PE por 2
horas a temperatura ambiente en oscuridad. Posteriormente, las muestras se lavaron
con 300 pL de una solucién de lavado provista por el kit y las muestras se centrifugaron
a 250 x g por 5 minutos a 4 °C. Las células se resuspendieron en 200 uL de la solucion
de lavado vy se analizaron por citometria de flujo. Los datos obtenidos se analizaron con

el programa BD CBA Software.
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RESULTADOS
El objetivo de este proyecto es estudiar los linfocitos B de memoria durante el
desarrollo del [upus, pero se desconoce aun [a identidad de estos linfocitos en ratones.
Por lo tante, en primer lugar utilizamos ratones inmunizados con un antigeno proteico

para identificar esta sub-poblacién de linfocitos B en ratones.

1. Analisis en diferentes érganos linfoides de las poblaciones de linfocitos B

de memoria en ratones inmunizados.

Como primera aproximacion para el estudio de los linfocitos B de memoria se
utilizaron ratones Balb/c de 2 meses de edad, los cuales fueron inmunizados en forma
intraperitoneal con 50 pyg de Ovoalbimina (OVA) en adyuvante completo de Freund y
luego una vez por semana durante fres semanas se repitieron las inmunizaciones con
OVA en adyuvante incompleto de Freund. Tres dias posteriores a la tercera y cuarta
inmunizacién se obfuvo suero inmune y se evalud el titulo de anticuerpos anti-OVA
mediante un ensayo de ELISA. La Figura 2 muestra que los ratones inmunizados
presentan un alto nivel de anticuerpos anti-OVA comparado a ratones no inmunizados,
ademas el nivel de anticuerpos se incrementa desde la tercera a la cuarta
inmunizacién. Un protocolo exitoso de inmunizacién es el utilizado para producir
anticuerpos monoclonales, por lo tanto un mes después de la dltima inmunizacién los
ratones recibieron una dosis de OVA en adyuvante incompleto de Freund y tres dias
més tarde los ratones fueron sacrificados y se analizaron las sub-poblaciones de
linfocitos B en diferentes érganos linfoides. Ademas de estudiar el bazo como 6rgano
linfoide secundario principal y los ganglios periféricos, se analizd el ganglio
mesentérico y las placas de Peyer debido a que en estos drganos se desarrollan en

forma importante las respuestas de memoria (Weinstein y cols., 1991). También se
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estudi6 el timo dado que en condiciones de inflamacion los linfocitos B pueden migrar a
este 6rgano (Hodge y cols., 2012). En primer lugar se analizé el porcentaje y ntimero
absoluto de linfocitos B totales CD19+CD11¢c- en los érganos linfoides mencionados
(Figura 3). En el bazo aproximadamente el 40% de las células corresponden a
linfocitos B y en las placas de Peyer se encuentra el mayor porcentaje de linfocitos B
(55%-60%). Al comparar los 6rgancs de los ratones inmunizados versus los controles
no tratados solo se encontraron diferencias significativas en el timo, donde se observé
un incremento en el porcentaje y niimero absoluto de linfocitos B desde un 0,3% a un

10% en promedio.

A continuacién se analizaron distintas sub-poblaciones dentro de los linfocitos B
CD19+CD11¢-. Se ha descritc que los linfocitos B luego de activarse forman
estructuras denominadas centros germinales y que las células de memoria se originan
producto de la reaccion que alli ocurre (Oropallo y cols., 2014). Los linfocitos B de los
centros germinales expresan el marcador GL7 y las células de memoria [uego de
formarse salen de estas estructuras y pierden la expresion de esta molécula (Taylor y
cols., 2012). Por lo tanto, el anélisis de los linfocitos B de memoria se realizé dentro de

una ventana de eventos GL7 negativos, segln la estrategia definida en la Figura 4A.

De acuerdo a la expresion de las inmunoglobulinas IgM e IgD podemos definir
tres sub-poblaciones de linfocitos B; las celulas virgenes, las cuales expresan ambas
moléculas (IgM+igD+), las céluias de memoria clasicas que han realizado el cambio de
isotipo desde IgM hacia otros subtipos de inmunoglobulinas (IgM-IgD-), y las células de
memoria que no han sufrido el proceso de cambio de clase y mantienen el isotipo IgM
(IlgM+IgD-), las cuales han sido descritas en la literatura recientemente (Pape y cols.,

2012) (Figura 4A). Al analizar estas tres sub-poblaciones se encontraron diferencias
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significativas solamente en el timo (Figura 4B, 4C). El porcentaje de la poblacién de
linfocitos B de memoria clasicos y el de las células de memoria IgM+ disminuyd
significativamente en el timo de ratones inmunizados, mientras que el porcentaje de
linfocitos B virgenes IgM+IgD+ aumento en el mismo érgano en comparacion a ratones

controles no tratados.

Dentro de los drganos linfoides secundarios estudiados, el porcentaje mas aito
de linfocitos B de memoria clasicos (IgM-lgD-) se encontré en las placas de Peyer (8%
a un 12% aprox.), mientras que el porcentaje mas alto de linfocitos B de memoria
IgM+IgD- se enconiré en el bazo (15% aprox.) (Figura 4B, 4C). En cuanto a los
numeros absolutos de estas dos poblaciones de memoria, la mayor cantidad de estas
células se encontrd en el bazo de los ratones inmunizados y se observd una tendencia
al aumento en el caso de los linfocitos B de memoria clasicos (Figura 4C). Por esta

razdn se continud con el estudio y caracterizacion de las poblaciones de linfocitos B de

memoria a partir de células obtenidas de este 6rgano en los experimentos posteriores.
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Figura 2. Produccion de anticuerpos anti-ovoalblimina en el suero de ratones inmunizados. Se
inmunizaron ratones Balb/c intraperitonealmente con 50 pg de proteina ovoalbimina/Adjuvante de
Freund durante 4 semanas. Tres dias después de la ultima inmunizaciéon se obtuvo suero inmune y se
analizé por ELISA. Se muestra la absorbancia medida a 450 nm para la dilucion 1/200. Los datos
mostrados luego de la tercera y cuarta inmunizacion son pareados para el mismo ratén (n = 8). El analisis
estadistico se realizd mediante un t-test pareado para comparar los grupos de datos de la tercera y
cuarta inmunizacion, cuya distribucion normal se comprobd previamente mediante una prueba de
Shapiro-Wilk. Para comparar el resto se realizé un test no pareado (Mann-Whitney).

*p< 0,05. ** p< 0,01. *** p<0,0001.

24




Linfocitos B totales

+ Control
¢ |nmunizado

2 W iy 120- ey
a 70- ¢ &, 100 ¢
O o * O 80 & 6
0] . % 5
Swle 2 oo 30 404 +
1 o + -
@ ¥ é . * S 20
E 304 ¢ %o * - PY — *é 8 15- P
2 204 -;- .. : M -.:- 33 104 . ° * @ * _..
- e ‘Q -
g 10 * 37 s b T A L
2 0 T T T T oy 0 T 2 T - T - T “r.b—
o » et ° o - - & o
< Q

Figura 3. Los ratones inmunizados presentan un aumento en el porcentaje y nimero absoluto de
linfocitos B totales en el timo. Analisis del porcentaje y numero absoluto de linfocitos B CD19+CD11c- en bazo,
ganglio mesentérico (MLN), ganglios periféricos (PLN), placas de Peyer y timo de ratones Balb/c inmunizados
con OVA/Adyuvante de Freund en comparacion a ratones controles no tratados. Cada punto representa el érgano
estudiado en un raton. El analisis estadistico se realizé a traves de un test no paramétrico (Mann-Whitney).

* p< 0,05. ** p< 0,001.
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Figura 4. Subpoblaciones de linfocitos B en diferentes 6rganos en ratones inmunizados. A) Estrategia
de analisis mediante citometria de flujo de linfocitos B dentro de la poblacion CD19+CD11¢-GL7-: linfocitos B
virgenes (IgM+IgD+), linfocitos B de memoria IgM (IgM+IgD-) y linfocitos B de memoria clasicos (IgM-IgD-). B)
Andlisis representativo de IgM e IgD en bazo, placas de Peyer y timo de ratones inmunizados y controles. C)
Cuantificacién del porcentaje y numero absoluto de las sub-poblaciones mencionadas. El analisis estadistico
se realizé a través de un test no paramétrico (Mann-Whitney). * p< 0,05. ** p< 0,001.
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2. Los linfocitos B de memoria activados in vitro producen IL-10, IL-6 y TNF.

Las diferentes sub-poblaciones de linfocitos B presentes en el bazo de ratones
inmunizados con ovoalbdmina fueron aisladas por cell sorting y activadas por 48 horas
con CpG y anti-CD40. Transcurrido este periodo se colectd el sobrenadante de los
cultivos y se analizd mediante citometria de flujo la presencia de IL-12p70, MCP-1,
IFN-y, IL-6, IL-10 y TNF, sin embargo solo se detectd la presencia de las tres Ultimas
citoquinas (Figura 5). En particular observamos que los linfocitos B virgenes al ser

activados producen altos niveles de IL-6 y no producen IL-10. Los linfocitos B de

memoria IgM+ son los principales productores de |L-10 y producen IL-6 en altos niveles.

Por ultimo, los linfocitos B de memoria clasicos producen IL-6 en bajos niveles e IL-10
en un nivel inferior a las células de memoria IgM+. La citoquina TNF fue producida en
bajas conceniraciones en comparacion a [L-6 e IL-10 y no se observaron diferencias
significativas entre las sub-poblaciones de linfocitos B. Los linfocitos B virgenes en la

condicién control no tratados no produjeron citoquinas.
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Figura 5. Los linfocitos B de memoria activados in vitro producen las citoquinas IL-6, IL-10 y TNF. Las
sub-poblaciones de linfocitos B virgenes, de memoria IgM+ y de memoria clasicos fueron purificadas por cell
sorting a partir del bazo de ratones inmunizados con proteina ovoalbumina. Las células se activaron con CpG
2 pyg/mL y a-CD40 1 ug/mL por 48 horas y el sobrenadante se analizé mediante citometria de flujo. Como
control se muestra el sobrenadante de linfocitos B virgenes no tratados. La linea horizontal y la barra
perpendicular indican el promedio y el error estandar, respectivamente. El analisis estadistico se realizdé a
través de un test no paramétrico (Mann-Whitney). ns: no significativo. * p< 0,05. ** p< 0,01. *** p< 0,001.
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3. Los linfocitos B de memoria activados in vitro expresan marcadores de

centros germinales y se diferencian a células pre-plasméticas.

Luego de la activacion de las sub-poblaciones de linfocitos B con CpG y anti-
CD40 por 48 horas se analizé el fenotipo de las células mediante citometria de flujo. En
primer lugar se examiné la expresién de las inmunoglobulinas IgM e IgD (Figura 6). Se
observd que los linfocitos B virgenes presentan menor expresion tanto de IgM como
IgD pero siguen siendo dobles positivos. Por otro lado, ambas sub-poblaciones de
memoria mantuvieron su fenotipo inicial.

Los linfocitos B Juego de activarse forman estructuras llamadas centros
germinales (Zaheen y cols., 2009) y adquieren la expresion de los marcadores GL7 y
CDg5. Al analizar el porcentaje de células GL7+CD95+ se encontrd que los linfocitos B
virgenes poseen una mayor tendencia a formar centros germinales en comparacion a
los linfocitos B de memoria {Figura 6).

Las células encargadas de la produccién de anticuerpos son las células
plasmaticas, las cuales poseen un fenotipo CD19-CD138+ (Sears y cols., 2014). Al
analizar estas moléculas se encontro que ambas sub-poblaciones de linfocitos B de
memoria luego de ser activados poseen una mayor expresion de CD138 en
comparacion a los linfocitos B virgenes (25% versus un 16%, respectivamente) (Figura

6), sin embargo mantuvieron [a expresion de CD19.
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4. Los linfocitos B de memoria clasicos activados in vitro expresan

moléculas de coestimulacion y los marcadores CD80, CD73 y PD-L2.

Al analizar la expresién de distintos marcadores de activacién se encontré que
los linfocitos B de memoria clasicos expresaron los niveles mas altos de CD86, CD83,
MHC-Il y CD89 en comparacion a las otras sub-poblaciones estudiadas. Los linfocitos
B de memoria IgM+ expresaron estas moléculas con una intensidad inferior a la de los
linfocitos B virgenes IgM+ IgD+ (Figura 7).

Recientemente en la literatura se han descrito como marcadores de linfocitos B
de memoria a las moléculas CD80, CD73 y PD-L2 (Weill y cols., 2013), cuya expresion
también fue analizada en las distintas sub-poblaciones activadas. Se encontrd que la
sub-poblacién de linfocitos B de memoria clasicos expresa con mayor intensidad estos
tres marcadores en comparacidn a los linfocitos B de memoria IgM+ y a los linfocitos B
virgenes (Figura 7A).

CD73 y CD39 son moléculas que han sido descritas principalmente en linfocitos
T (Antonioli y cols., 2013), sin embargo, existe un reporte que las declara necesarias
para el proceso de cambio de clase de inmunoglobulina en los linfocitos B (Schena y
cols., 2013). Al analizar la expresion de CD39 y CD73 se encontrd un mayor porcentaje
de células CD39+CD73+ dentro de la sub-poblacién de linfocitos B de memoria
clasicos IgM-IgD- (Figura 7B).

En la Tabla Il se muestra un resumen de la expresién de los marcadores

descritos para las sub-poblaciones de linfocitos B mencionadas.
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Figura 6. Los linfocitos B de memoria al activarse expresan marcadores de centros germinales y se
diferencian a células pre-plasmaticas. Fenotipo de las sub-poblaciones de linfocitos B luego de ser
purificadas por cell sorting y activadas por 48 horas con CpG 2 ug/mL y a-CD40 1 pMg/mL. Analisis de la
expresion de inmunoglobulinas IgM e IgD, fenotipo de linfocitos B de centros germinales GL7+CD95+ ydela
expresion de marcadores de células plasmaticas para cada sub-poblacién dentro de una ventana de células
CD19+. Resultados representativos de n = 2 experimentos.
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Control LB virgenes LB memoria LB memoria
IgM+ IgD+ IgM+ IgD- IgM- IgD-

Expresion de ectonucleotidasas asociadas al cambio de isotipo
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o %
(%)
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Figura 7. Los linfocitos B que han hecho el cambio de isotipo CD19+ IgM- IgD- al activarse expresan
moléculas de coestimulacion y los marcadores de memoria CD80, PD-L2 y CD73. Fenotipo de las sub-
poblaciones de linfocitos B luego de ser purificadas por cell sorting y activadas por 48 horas con CpG 2 ug/mL
y a-CD40 1 pg/mL analizado por citometria de flujo. A) Histogramas de la expresién de moléculas de
coestimulacion, marcadores de activacion y de memoria para cada sub-poblacién dentro de una ventana de
células CD19+ (resultado representativo de n = 3 experimentos). B) Grafico de puntos de la expresion de
CD39 y CD73 dentro de una ventana de células CD19+ para cada sub-poblacién (resultado representativo de
n = 2 experimentos).
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Tabla lll. Caracteristicas principales de los linfocitos B de ratones inmunizados y

activados in vitro (*).

Linfocitos B

Linfocitos B | Linfocitos B -
virgenes memoria ';g::g:;':
lgM+IgD+ IgM+IgD- [gM-lgD-

% LB con fenotipo IgM/IgD inicial 71,9% 94,6% 93,6%
% LB de centros germinales GL7+CD85+ 72,1% 32,7% 12,1%
?Daiggfgg?gfn a células pre-plasmaticas 15.7% 25,2% 24.2%
Expresion de CD86 ++ + +H+
cD83 ++ + ++
lad-MHC-II ++ + +++
CD69 ++ + o
CD80 - + ++
CD73 - + ++
PD-L2 - - ++
% LB CD80+CD73+ 3,6% 16,8% 74,5%
% LB PD-L2+CD73+ 2,2% 57% 55%
% LB CD39+CD73+ 6,3% 23,3% 80,3%
Produccién de IL-6 ++ ++ +
IL-10 - +++ ++
TNF + + +

(*) Activacion de linfocitos B con CpG y anti-CD40.
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5. Andlisis de las sub-poblaciones de linfocitos B en ratones ldpicos y

controles.

Para estudiar los linfocitos B de memoria en el lupus se utilizaron ratones
hembras de la cepa [NZBW] F1 de seis meses de edad que presentan elevados
niveles de auto-anticuerpos anti-ADN de doble hebra y dafio renal, el cual fue medido a
través de la presencia de proteinas en la orina (500 mg/dL). Como cepa control en
todos los experimentos se utilizaron ratones hembra NZW x Balb/c pareados por edad.

A partir de ratones IUpicos y controles se obtuvieron suspensiones celulares de
los siguientes organos linfoides secundarios: bazo, ganglic mesentérico (MLN),
ganglios periféricos (PLN) placas de Peyer y timo. Al comparar el ntimero de células
totales por 6rgano se encontrd que los ratones llpicos poseen una tendencia a la
esplenomegalia, sin embargo el nimero de células disminuyé en los érganos restantes
en comparacién a los ratones controles (Figura 8A). Al analizar el porcentaje de
linfocitos B totales CD19+CD11¢- se observé una tendencia al aumento en los 6rganos
linfoides de los ratones Iipicos con una diferencia significativa en los ganglios
periféricos y en timo (Figura 8B). Respecto al nimero absoluto, esta tendencia al
aumento de linfocitos B se vio reflejada en el bazo de los ratones lipicos en

comparacion a los ratones controles (Figura 8B).
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Figura 8. Los ratones lupicos presentan un aumento de linfocitos B totales en los érganos linfoides
comparado a ratones controles. A) Grafico del numero absoluto de células vivas para cada drgano. B)
Gréfico del porcentaje y numero absoluto de linfocitos B en cada drgano. Los datos del timo se obtuvieron de
Fuentes C, 2014. El analisis estadistico se realizé a través de un test no paramétrico (Mann-Whitney).
*p<0,05. ** p< 0,001,
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6. Los ratones Ildpicos presentan un incremento en el porcentaje de
linfocitos B de memoria clasicos Igh- IgD- en los érganos linfoides secundarios

comparado a ratones controles.

Para analizar las poblaciones de linfocitos B de memoria se utilizé la estrategia
ejemplificada en la Figura 4A. Dentro de la poblacion de linfocitos B fotales
CD19+CD11¢c- se seleccionaron las células GL7-, puesto que los linfocitos B de
memoria una vez formados abandonan los centros germinales y pierden la expresion
de este marcador (Taylor y cols., 2012).

Al comparar las distintas sub-poblaciones de linfocitos B se encontré un
aumento significativo del porcentaje y nimero absoluto de linfocitos B de memoria
clasicos en el bazo de ratones ltpicos (Figura 9A y 9B) y se observé una tendencia al
aumento del porcentaje de esta poblacion en el ganglio mesentérico y en placas de
Peyer, mientras que en el timo disminuyeron en comparacion a ratones controles.
Respecio de la poblacion de linfocitos B de memoria que mantiene el isotipo IgM se
encontré una tendencia al aumento del porcentaje en ganglio mesentérico, ganglios
periféricos, placas de Peyer y timo y una tendencia a la disminucion en el bazo de
ratones Ipicos (Figura 9B). Al analizar los linfocitos B virgenes hallamos una tendencia
a la disminucién en el porcentaje de esta poblacién en ratones [Upicos, con diferencias
significativas en ganglio mesentérico y placas de Peyer y un aumento significativo en el
timo (Figura 9B).

Los anticuerpos de isotipo IgA poseen un papel importante en la mantencién de
la tolerancia intestinal (Jacob y cols., 2008) se estudiaron los linfocitos B de memoria
IgA+, siguiendo una estrategia de analisis similar {Figura 10A). Se observo una

tendencia al aumento del porcentaje de linfocitos B de memoria 1gA+ IgM- en el ganglio
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mesentérico y en placas de Peyer de ratones Itpicos en comparacion a controles. Esta
poblacion se vio disminuida significativamente en nimeros absolutos en las placas de

Peyer de ratones Idpicos (Figura 10B, 10C).
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Figura 9. Los ratones lupicos presentan un aumento en el porcentaje de linfocitos B de memoria
clasicos en los organos linfoides secundarios comparado a ratones controles. A) Analisis representativo de
linfocitos B de memoria y virgenes en los drganos linfoides de ratones controles y IUpicos dentro de una ventana de
eventos CD19+CD11¢c-GL7-. B) Porcentaje y nimeros absolutos de las sub-poblaciones de linfocitos B. Los datos del timo
se obtuvieron de Fuentes C, 2014. El analisis estadistico se realizd a traves de un test no paramétrico (Mann-Whitney) y
los datos con distribucion normal (Shapiro-Wilk) se analizaron mediante un t-test no pareado. * p<0,05. ** p< 0,001.
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Figura 10. Los ratones llpicos presentan linfocitos B de memoria IgA+ en ganglio mesentérico y
placas de Peyer. A) Estrategia de analisis mediante citometria de flujo ejemplificada en placas de Peyer de
ratéon control. Los LB de memoria IgA+ se analizaron dentro de la poblacién de linfocitos B CD19+CD11c-
GL7-. B) Analisis representativo de las células IgA+ en bazo, ganglio mesentérico (MLN), ganglios perifericos
(PLN) y placas de Peyer en ratones controles y lupicos. C) Grafico del porcentaje y numero absoluto de
linfocitos B IgA+IgM-. El analisis estadistico se realizd a través de un test no parameétrico (Mann-Whitney).

* p< 0,05. ** p< 0,001.
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7. Los ratones lupicos presentan un incremento en el porcentaje de
linfocitos B que forman centros germinales en érganos linfoides secundarios

comparado a ratones controles.

Los linfocitos B virgenes luego de activarse migran hacia los foliculos linfoides y
forman estructuras denominadas centros germinales (Oropallo y cols., 2014),
adquiriendo un fenotipo GL7+CD95+. Esta poblacidn se analizé en los érganos
linfoides secundarios dentro de una ventana de células CD19+ en ratones l(picos y
controles (Figura 11A). Se observd un aumento significativo en el porcentaje y nimeros
absolutos de linfocitos B CD19+GL7+CD95+ en el bazo, ganglic mesentérico y placas
de Peyer de ratones llpicos (Figura 11B).

Dentro de la poblacion de linfocitos B que forman centros germinales se analizo
la expresion de la inmunoglobulina IgD, la cual permite discriminar entre los linfocitos B
virgenes IgD+ y los linfocitos B que pierden la expresién de IgD y por lo tanto
comienzan a diferenciarse hacia células de memoria . Los ratones I(picos presentaron
una tendencia al incremento del porcentaje de linfocitos B IgD- y a la disminucién del
porcentaje de linfocitos B IgD+, con significancia estadistica en placas de Peyer en
ambos casos (Figura 11B). Lo anterior indica que en los érganos linfoides secundarios
de los ratones IUpicos se forman mas centros germinales, donde los linfocitos B se
diferencian para generar células de memoria IgD- en una mayor proporcion que en los

ratones controles.

44




Bazo

MLN

PLN

Placas de

Peyer

CD95

Control

LB CD19+

Lapico

SSC-A

Control

LB CD19+ GL7+ CD95+

Lapico

4 250%
| 736 284 945 568 |
1 b | ]
4 vagr
100k - sk
1 . ow
T G R e ] — - -
0 1wt 100 10t ! w w ! o
250%
67.7 322 921 773 |
| b
| :
o
SR T ~ - [ — oy s =
o 1wo? 10 w0t wt s 10? o’ 10t 0
3 250k
716 285 | 839 159
. 200K -]
3 o]
1 ket 50K
b Y s B 5 AP Ll B TooT ™ Y
o @ w* o L o 10° 10! w0t w*
289
97.9 209
290«
o W

v

45




+ Control +« Lupico
LB de centros germinales

+ 600 /i F . 19
g flﬂ 84 .
9 50- . =3
+ g X0 # 4
5 4 54 *
? 30 - .go 2.0
=2} . - a .
& 204 3 & gx 15 .
Q -.‘- - ° : [3) 1.04 . L * ;
(] 104 bd ° * @ 2
- bt . o Q m 0.5 . “ ‘e
L) - * *
2 laa® *° € 0l b md P
o - = s 40 - - ot
PL g & Q & < W A <@
Q Q
Expresion de IgD en LB de centros germinales
L} 5 *
S 1104 o 2507 =
+ 1004 4+ 45
S 904 MEE 1 t s 2 t & 40- *
O god * e - — v . Q 354
v " (8] -» *
(] - * .
+ 704 . - * I"t 30 .
S . s e n %
O 50- 5 20 . T e @
3', 40+ D 154 * o & = _
B o a ¥ . - g
S 20- 0™ + 38 o o o
g g o A Bk By
0 T - T T T T T T
® 0 - » ‘ " ° » > *
& u N N g
0@1’ &V Q\' q@"\ 0@ “ Q Qqﬁ*
Q: :

Figura 11. Los ratones lupicos presentan un incremento en el porcentaje de linfocitos B que forman
centros germinales en o6rganos linfoides secundarios comparado a ratones controles. A) Analisis
representativo de las poblaciones de linfocitos B de centros germinales CD19+GL7+CD95+ en organos
linfoides secundarios de ratones controles y lupicos. Dentro de esta poblacion se analizé la expresion de IgD.
B) Gréfico del porcentaje y nimero absoluto de LB de centros germinales CD19+GL7+CD95+ y del porcentaje
de células IgD- e IgD+ dentro de la poblacion mencionada. El analisis estadistico se realizé a traves de un test
no parameétrico (Mann-Whitney). * p < 0,05. ** p < 0,001.
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8. Los linfocitos B de memoria presentes en los diferentes organos linfoides

expresan CD73 en ratones lupicos y controles.

Las moléculas CD39 y CD73 son ectonucleotidasas involucradas en el
metabolismo del ATP y se han descrito principalmente en los linfocitos T. No obstante,
recientemente han sido descritas en los linfocitos B y en particular se les ha atribuido
un papel importante en el proceso del cambio de isotipo de inmunaglobulina (Schena y
cols., 2013).

A raiz de lo anterior se analiz6 la expresién de CD39 y CD73 en los linfocitos B de
ratones lupicos. Dentro de la poblacion de linfocitos B CD19+ se seleccion6 una
ventana de eventos IgD+ (linfocitos B virgenes) y otra de eventos IgD- (linfocitos B de
memoria); y dentro de estas ventanas analizamos la expresién de CD39 y CD73. Enla
figura 12 observamos que la poblacién de linfocitos B virgenes IgD+ posee un fenotipo
CD39+CD73- y que los linfocitos B de memoria IgD- son principalmente CD39+CD73+
y CD39-CD73+ (Figura 12A). Al analizar los porcentajes de las poblaciones
mencionadas en los distintos érganos linfoides se encontré una disminucién de las
células CD39+CD73- y un aumento significativo de las células CD39-CD73+ en el bazo
de ratones Itipicos en comparacién a ratones controles (Figura 12B), [o cual indica que
en los ratones [Upicos existe un aumento de linfocitos B de memoria Igb- que expresan

el marcador CD73+.
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Figura 12. Los linfocitos B de memoria expresan CD73 en los érganos linfoides de ratones controles y
lupicos. A) Estrategia de analisis mediante citometria de flujo ejemplificada en bazo, ganglio mesentérico
(MLN), ganglios periféricos (PLN) y placas de Peyer de ratones controles y lipicos. Se analizé la expresion de
CD39 y CD73 dentro de la poblacion de linfocitos B de memoria CD19+igD- y de las células virgenes
CD19+IgD+. B) Porcentajes y numeros absolutos de las sub-poblaciones CD39+CD73- y CD39-CD73+
analizadas dentro de los linfocitos B de memoria CD19+IgD- . El analisis estadistico se realizd a través de un
test no paramétrico (Mann-Whitney). * p< 0,05. ** p< 0,001.
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9. Fenotipo de los linfocitos B activados del bazo de ratén ltpico.

A continuacién estudiamos el efecto de la activacién por 48 horas con CpG y
anti-CD40 en las distintas sub-poblaciones de linfocitos B purificadas por cell sorting
del bazo de ratones lupicos. Los linfocitos B fueron obtenidos descartando las células
CD11c+ {(marcador de células dendriticas) y CD5+ (marcador de linfocitos B-1). Luego
de la activacion analizamos e! fenotipo y la produccién de citoquinas por citometria de
flujo.

Transcurrido el periodo de 48 horas de activacidn, un 77% de linfocitos B
virgenes perdieron [a expresion de IgD, transforméndose principalmente en células de
memoria IgM+. Los linfocitos B de memoria igM+ mantuvieron su fenotipo, mientras
que un 83,1% de los linfocitos B de memoria que han hecho el cambio de isotipo
mantuvieron el fenotipo (Figura 13). Al analizar la expresién de marcadores de
linfocitos B que forman centros germinales se observo que los linfocitos B virgenes
presentaron el mayor porcentaje de células GL7+CD95+ (48%) en comparacion a las
poblaciones de linfocitos B de memoria, que bordearon el 30% (Figura 13).
Posteriormente se analizd la diferenciacion hacia células pre-plasmaticas y se observd
que ambas poblaciones de linfocitos B de memoria aumentan la expresion de CD138.
Especificamente, los linfocitos B de memoria que han hecho el cambio de isotipo
presentaron un 41,7% de células CD138+CD19+, mientras que los linfocitos B lgM+
presentaron un 30,8%. Los linfocitos B virgenes presentaron el menor porcentaje de
células CD138+CD19+, alcanzando un 15% (Figura 13).

Al analizar marcadores de co-estimulacién se enconiré que las tres sub-
poblaciones de linfocitos B del ratén [ipico al activarse presentan una alta expresion de

CD88, sin embargo poseen una baja expresion de CD83 (Figura 14). La expresién de
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las moléculas de MHC-Il y CD69 también fue alta en las tres sub-poblaciones
estudiadas (Figura 14), lo cual refleja un fenotipo activado.

Por ofra parte analizamos la expresion de los marcadores de linfocitos B de
memoria CD80, CD73 y PD-L2 y encontramos que la poblacion de linfocitos B de
memoria clasicos expresd los niveles mas altos de CD80 y CD73, sin embargo, en esta
poblacién disminuyd notablemente la expresién de PD-L2 (Figura 14A).

Por otra parte, también se analizo la expresion de las ecto-nucleotidasas CD39
y CD73 y observamos que los linfocitos B virgenes presentaron un 11% de células
CD39+CD73+ y este porcentaje aumentd a un 29% y un 72,3% para las los linfocitos B
de memoria IgM+ y clasicos, respectivamente (Figura 14B), lo que indica que la
expresién de CD73 se correlaciona con el fenotipo de linfocitos B de memoria que han

hecho el cambio de isotipo.
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Figura 13. Los linfocitos B de memoria de ratén ldpico al activarse expresan marcadores de centros
germinales y se diferencian a células pre-plasmaticas. Se purificaron por cell sorting sub-poblaciones de
linfocitos B B220+ de bazo de un ratén lipico, descartando las células CD11c+ y CD5+: LB virgenes IgM+IgD+,
LB de memoria de larga vida IgM+IgD- y LB de memoria clasicos IgM-IgD-. Fenotipo de las sub-poblaciones de
linfocitos B luego de ser activadas por 48 horas con CpG 2 ug/mL y a-CD40 1 pug/mL. Anélisis de la expresion de
inmunoglobulinas IgM e IgD, marcadores de centros germinales GL7+CD95+ y de células plasmaticas dentro de

una ventana de células B220+. Resultado de n = 1 experimento.
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Figura 14. Los linfocitos B de memoria clasicos del bazo de un ratén lupico al activarse presentan una
baja expresion de PD-L2. Se purificaron por cell sorting sub-poblaciones de linfocitos B B220+ de bazo de un
raton lupico, descartando las células CD11c+ y CD5+: LB virgenes IgM+IgD+, LB de memoria de larga vida
IgM+IgD- y LB de memoria clasicos IgM-IgD-. Las células se activaron con CpG 2 pg/mL y a-CD40 1 ug/mL por
48 horas y el fenotipo se analizo por citometria de flujo dentro de una ventana de células B220+. A) Histogramas
de la expresion de moléculas de coestimulacion y de marcadores de activacion y de memoria para cada sub-
poblacion. B) Grafico de puntos de la expresion de CD39 y CD73. Resultado de n=1 experimento.
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10. Los linfocitos B de memoria de ratones lipicos activados producen las

citoquinas IL-6, IL-10 y TNF.

Los sobrenadantes de la activacion de las sub-poblaciones de linfocitos B se
analizaron mediante citometria de flujo para cuantificar la presencia de las siguientes
citoquinas: IL-12p70, MCP-1, IFN-y, IL-6, IL-10 y TNF. Sdlo se detectd por sobre el
limite cuantificable las citoquinas IL-6, IL-10 y TNF. Los linfocitos B virgenes IgM+IgD+
produjeron principalmente IL-8 y bajos niveles de IL-10. Ambas poblaciones de
linfocitos B de memoria secretaron IL-6 en conceniraciones similares a las de los
linfocitos B virgenes e IL-10 en concentraciones mayores que [os linfocitos B virgenes.
Los linfocitos B de memoria que mantienen el isotipo IgM fueron la principal poblacién
productora de IL-10. No se observaron diferencias enire las tres sub-poblaciones en
cuanto a la concentracion de TNF producida (Figura 15).

En la Tabla IV se muestra un resumen de la expresion de los marcadores
mencionados para las sub-poblaciones de linfocitos B virgenes y de memoria en un

raton lapico.
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Figura 15. Los linfocitos B de memoria de ratones lupicos activados producen las citoquinas IL-6, IL-10
y TNF. Se purificaron por cell sorting sub-poblaciones de linfocitos B B220+ de bazo de un ratén lGpico,
descartando las células CD11c+ y CD5+: LB virgenes IgM+IgD+, LB de memoria de larga vida IgM+IgD- y LB
de memoria que han hecho cambio de isotipo IgM-IgD-. Las células se activaron con CpG 2 pg/mL y a-CD40 1
pg/mL por 48 horas. Como control se cultivaron linfocitos B virgenes no tratados. Los sobrenadantes se
analizaron por citometria de flujo. Resultado de n = 1 experimento.

56




Tabla IV. Caracteristicas principales de los linfocitos B de ratén lupico activados in vitro

).

Linfocitos B Linfocitos B Linfocitos B
virgenes memoria memoria clasicos
IgM+lgD+ IgM-+IgD- IgM-lgD-
% LB con fenotipo IgM/IgD inicial 21,6% 97,2% 83,1%
;A:LL_}E gg gg:tros germinales 47.9% 30,3% 28.1%
p— - B i
asmitoas OD13eCDTSE | 150% 30.8% 41.7%
Expresion de CD86 ++ + +++
CcD83 - - -
lad-MHC-II ++ + +++
CcDg9 ++ ++ ++
CD80 - + ++
CD73 - + ++
PD-L2 - - -
% LB CD80+CD73+ 2,9% 15,1% 63,4%
% LB PD-.2+CD73+ 0,3% 2,5% 14,0%
% LB CD39+CD73+ 11,1% 29,0% 72,3%
Produccién de IL-6 + ++ +
IL-10 - +++ +
TNF + + +

(*) Activacion de linfocitos B con CpG y anti-CD40.
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11. Los ratones lupicos presentan un aumento en el porcentaje de linfocitos B

de Ia zona marginal CD21+ CD23- en comparacion a ratones controles.

Dentro del linaje de linfocitos B del tipo B-2 se han descrito tres poblaciones de
acuerdo a los marcadores CD21 y CD23: los linfocitos B foliculares (CD21+CD23+), los
linfocitos B de la zona marginal (CD21+CD23-) y los linfocitos B de transicion (CD21-
CD23-) (Naradikian y cols., 2014) (Figura 16A). Resuliados recientes muestran que a
partir de los linfocitos B de la zona marginal se podrian generar linfocitos B de memoria
IgM+, ya que existiria una correlacion entre ambas poblaciones y comparten la
expresion de la inmunoglobulina IgM (Pillai y Cariappa, 2009). Al analizar estas tres
poblaciones en los 6rganos linfoides secundarios de ratones controles observamos que
los linfocitos B de la zona marginal se encuentran sélo en el bazo, alcanzando un
porcentaje de un 8% (Figura 16B). Los linfocitos B foliculares representan la poblacion
predominante en los 6rganos linfoides secundarios de los ratones controles.

Al analizar [a expresion de CD21 y CD23 en los linfocitos B foliculares, los
linfocitos B de la zona marginal y los linfocitos B de transicién en los ratones [Upicos
encontramos que estas tres poblaciones poseen intensidades medias de fluorescencia
para estos marcadores inferiores a las de los ratones controles (Figura 16B). En los
érganos linfoides sectndarios de los ratones Ilpicos el porcentaje de la poblacion de
linfocitos B foliculares esta notablemente disminuida, mientras que los linfocitos B de la
zona marginal y los linfocitos B de transicidén se encuentran aumentadas comparadas a

los ratones controles (Figura 16C).

Dado que los linfocitos B de la zona marginal ademas de presentar un fenotipo

CD21+CD23- expresan fa inmunoglobulina IgM y CD1d (Pillai y cols., 2005) analizamos

denfro de la poblacion de linfocitos B CD21+CD23- el porcentaje de células




IgM+CD1d+ (Figura 16D). En el bazo de raiones controles observamos que
aproximadamente un 95% de los linfocitos B de la zona marginal co-expresan IgM y
CD1d, mientras que ese porcentaje disminuyd a un 69% en ratones lipicos (Figura
14D). Al analizar los valores de la intensidad media de fluorescencia de IgM y CD1d se
observé una disminucion significativa en el bazo de ratones lUpicos en comparacién a
ratones controles (Figura 16E). En la Tabla V se muestra un resumen de las
caracteristicas mas relevantes encontradas en el estudio de los linfocitos B de memoria

en el lupus, destacando las diferencias significativas entre ratones IUipicos y controles.
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Figura 16. Los ratones llpicos presentan un aumento en el porcentaje de linfocitos B de la zona
marginal CD21+ CD23- en los érganos linfoides secundarios en comparacién a ratones controles. A)
Analisis de las sub-poblaciones de LB de la zona marginal CD21+CD23-, LB foliculares CD21+CD23+ y LB de
transicion CD21-CD23- en una ventana de eventos CD19+ en bazo. B) Analisis representativo en bazo, ganglio
mesentérico (MLN), ganglios periféricos (PLN), y placas de Peyer. C) Porcentajes y nimeros absolutos de las
sub-poblaciones de linfocitos B analizadas en los distintos érganos linfoides. D) Andlisis de la expresion de IgM
y CD1d dentro de la poblacién de linfocitos B de la zona marginal CD21+CD23-. E) Intensidad media de
fluorescencia de IgM y CD1d dentro de la poblacién de LB marginales. El anélisis estadistico se realizo a través
de un test no paramétrico (Mann-Whitney). * p< 0,05. ** p< 0,001.
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Tabla V. Resumen de las caracteristicas esenciales de los linfocitos B de memoria en
ratones lupicos (NZB x NZW) F1.

Sub-poblacién Organo'| Control Lipico
% LB totales PLN 6,02 £ 3,40 14,48 + 7,89
Timo 1,49+ 1,28 8,25+ 9,04
% LB memoria clasicos Bazo 3,16+097 | 578£149
Tirmo 50,33+1549 | 27,18+ 7,83
. PLN 485+1,37 | 10,84 +4,85
% LB memoria Ight+ Timo | 6,12£3,70 | 17,89% 9,43
MLN 78,10+ 1,33 | 66,37 £8,58
% LB virgenes P.P 67,3+ 5,80 |56,26%10,18
Timo | 19,33+ 15,95 | 34,23+ 13,38
Bazo 1,05 £ 1,23 547 + 213
% LB de centros germinales (GC) MLN 470+ 3,44 | 10,47 £ 3,62
P.P 15,93+ 4,66 | 32,39+ 10,75
% LB GC IgD- (LB memoria en formacion) P.P 86,22 £ 12,27 | 96,21 + 3,17
% LB GC IgD+ (LB virgenes dentro de GC) P.P. 13,78 £12,27 | 3,803,117
% LB IgD- CD39+ CD73- Bazo 59,78 £ 1,74 | 32,55+ 5,61
Bazo 748+£265 | 29,08 5,66
% LB Igh- CD39- CD73+ PLN | 23,55£2,20 | 32,90 % 3.66
Bazo 752+250 | 26,70+ 5,63
% LB de zona marginal MLN 0,20+ 0,02 |29,73+12,51
PLN 0,957 £ 0,48 | 26,93 + 13,01
P.P 0,420+ 0,21 | 45,00£5,12
Bazo |72,23+10,31} 37,53%9,74
% LB foliculares MLN 84,00+ 5,92 | 46,83+ 15,53
PLN 90,33+ 4,05 | 51,05+ 14,64
‘ P.P 64,15+ 8,87 | 21,89+ 9,22
% LB de transicion PLN 2,62+ 1,49 9,86 + 2,81

"PLN: ganglios periféricos, MLN: ganglios periféricos, P.P: Placas de Peyer.
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12. Los linfocitos B de ia zona marginal CD21+ CD23- producen IL-10 en los

ratones lupicos y controles.

Nuestros resultados anteriores con los ratones inmunizados demostraron que al
activar los linfocitos B, sélo los linfocitos B de memoria producen IL-10. Para estudiar si
existe una correlacién entre la produccién de IL-10 y las sub-poblaciones de linfocitos B
de la zona marginal, foliculares o de transicién, los esplenocitos de un ratén control y
lipico fueron activados por 5 hrs con PMA, lonomicina, LPS Yy monensina y
posteriormente analizados por citometria de flujo.

Al analizar la poblacién de linfocitos B productores de IL-10 encontramos que
los linfocitos B de la zona marginal producen principalmente esta citoquina en el ratén
control y lipico (70,9% y 54,6%, respectivamente) (Figura 17). Los linfocitos B de
transicién CD21-CD23- presentaron una contribuciéon menor a la produccién de IL-10.
Los resultados previos obtenidos muestran que los linfocitos B de la zona marginal
expresan IgM y al ser activados producen IL-10, caracteristicas que indican que los

linfocitos B de la zona marginal presentan un fenotipo de linfocito B de memoria Igh+.
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Figura 17. Los linfocitos B de la zona marginal CD21+CD23- producen IL-10 en ratones
controles y lupicos. Fenotipo de linfocitos B luego de 5 horas de activacién con PMA,
lonomicina, LPS y monensina. Dentro de la poblacién de linfocitos B B220+CD11c-IL-10+ se
muestra la expresion de CD21 y CD23. Resultado de n = 1 experimento.
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DISCUSION

Caracterizacién de los linfocitos B de memoria murinos (modelo de ratones
inmunizados).

Existen numerosas evidencias que demuestran el papel esencial de los

linfocitos B en el desarrollo del lupus. Ultimamente se ha propuesto que los linfocitos B
no son sélo células capaces de diferenciarse a células productoras de anticuerpos,
sino que también son células presentadoras de antigenos, células producioras de
citoquinas, y células cooperadoras en la diferenciacion hacia linfocitos T reguladores,
produciendo efectos importantes en el sitio donde se localizan estas funciones (Mauri y
Bosma, 2012; Sang y cols., 2013). El objetivo principal de este trabajo fue caracterizar
los linfocitos B de memoria en ratones enfermos de lupus. El fenotipo de los linfocitos B
de memoria parece estar bastante esclarecido en humanos, sin embargo en ratones no
existe claridad respecto de este punto. Por lo tanto nuestra primera aproximacion fue
caracterizar los linfocitos B de memoria utilizando un protocolo de inmunizacion
estandar de ratones para posteriormente utilizar esta informacién para estudiar los

linfocitos B de memoria en ratones que desarrollan lupus.

Para la biisqueda de marcadores de superficie que nos permitiesen distinguir
linfocitos B de memoria en ratones utilizamos ratones Balb/c jovenes de
aproximadamente 2 meses de edad, los que inmunizamos semanalmente con
ovoalbimina, la que sabemos genera una respuesta inmune humoral dependiente de

los linfocitos T (Hou y cols., 2011).

Para el analisis de los linfocitos B mediante citometria de flujo se utilizaron los

marcadores de linaje CD19 y B220. En la mayoria de los andlisis descartamos las

células CD11c+ puesto que cominmente se ha descrito como marcador de células




dendriticas (Singh-Jasuja y cols.,, 2013). Sin embargo, literatura reciente ha
demostrado que las células CD19+CD11c+ en efecto corresponden a linfocitos B
capaces de producir y secretar inmunoglobulinas (Yates y cols., 2013). De todas
formas la poblacién CD19+CD11c+ no super6 el 2% de las células, por lo tanto no

deberian modificar significativamente los resultados obtenidos.

Los linfocitos B se estudiaron en el bazo debido a que es el drgano linfoide
secundario principal y es filtrador de la sangre (Mebius y Kraal, 2005; Hidalgo vy cols.,
2012), en ganglio mesentérico y placas de Peyer por su contribucién a la inmunidad
intestinal (Weinstein y cols., 1991), en linfonodos periféricos y en el timo, puesto que
resultados previos de nuestro laboratorio muestran una migracion de linfocitos B hacia
el timo en condiciones de inflamacion (Fuentes, 2014). Cabe destacar que al analizar [a
poblacién de linfocitos B totales en ios 6rganos linfoides de los ratones inmunizados se
encontraron diferencias significativas solo en el timo, donde en ratones controles existe
un 0,3% de linfocitos B comparado a un 10% en los ratones inmunizados (Figura 3).
Recientemente se ha descrito que los linfocitos B pueden migrar desde la periferia
hacia el timo durante procesos inflamatorios en un mecanismo dependiente de MCP-

1/CCR2 (Hodge y cols., 2012), lo cual podria explicar el fendmeno observado.

En base al andlisis por citometria de flujo de la expresion de las
inmunoglobulinas IgM e IgD se identificaron tres sub-poblaciones de linfocitos B: los
linfocitos B virgenes IgM+IgD+, los linfocitos B de memoria que mantienen el isotipo
lgM (IgM+1gDb-) y los linfocitos B de memoria clasicos que han realizado el proceso de
cambio de clase de inmunoglobulina (IgM-IgD-). De estos analisis el resultado mas
destacable es que en el timo de ratones inmunizados se produce una disminucién

significativa de linfocitos B de memoria tanto clasicos como IgM+ y un aumento de
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linfocitos B virgenes en comparacion a ratones controles (Figura 4C). Se ha reportado
que el timo es constantemente repoblado por progenitores derivados de la méduta
Osea, los cuales poseen un potencial de diferenciacién hacia linfocitos B (Zlotoff y cols.,
2010; Luc y cols., 2012). De esta forma, las inmunizaciones sucesivas y el ambiente
inflamatorio podrfan ejercer un efecto en la migracioén de progenitores de linfocitos B

hacia el timo de manera tal que se induzca un aumento en los linfocitos B virgenes.

Los linfocitos B, ademas de ser capaces de diferenciarse a células plasmaticas,
juegan un papel importante en la respuesta inmune ya que son capaces de activar
linfocitos T CD4+ mediante la presentacion de antigenos y la produccion de citoquinas
{Barnett y cols., 2014). Para estudiar el pairén de citoquinas producido por los linfocitos
B, purificamos mediante cell sorting las sub-poblaciones de linfocitos B (virgenes, de
memoria clasicos y de memoria IgM+) y los activamos durante 48 horas con CpG y
anti-CD40, estimulos que activan policlonalmente a los linfocitos B. Los
oligonucléotidos sintéticos CpG corresponden a dinucledtidos no metilados presentes
en alta frecuencia en ADN bacteriano, los cuales poseen un efecto inmunoestimulador,
activando a los linfocitos B mediante el receptor TLRO (Krieg y cols., 1995). Por ofra
parte, la estimulaciéon mediante el anticuerpe anti-CD40 emula la sefial que los
linfocitos T cooperadores le otorgan a los linfocitos B para su activacion, induciendo [a
maduracién hacia células productoras de anticuerpos (Lane y cols., 1993; Banchereau
y cols,, 1994). Al analizar por citometria de flujo la presencia de las citoquinas IL-6, IL-
10, MCP-1, IFN-y, TNF e IL-12p70 en los sobrenadanies de las células activadas
encontramos solamente IL-6, IL-10 y TNF. Los linfocitos B virgenes produjeron altos
niveles de IL-6 pero bajisimos niveles de IL-10. Los linfocitos B de memoria IgM+

fueron los principales productores de IL-10 y ademas produjeron IL-6 en niveles
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similares a los linfocitos B virgenes. Los linfocitos B de memoria clasicos producen IL-
10 e IL-6 en concentraciones inferiores a las células de memoria IgM+ (Figura 5). No
se observaron diferencias en la produccion de TNF entre las diferentes sub-

poblaciones estudiadas.

Se ha descrito que IL-6 y TNF (factor de necrosis tumoral) corresponden a
citoquinas pro-inflamatorias, mientras que la IL-10 juega un papel importante en la
supresion de la respuesta inmune e induccién de tolerancia (Lund, 2008). De esta
forma, existe una dicotomia en el repertorio de citoquinas producidas por los linfocitos
B virgenes y los linfocitos B de memoria. En particular, IL-6 y TNF participan en la
formacién de células plasmaticas (Akira y cols., 1990) y en la producciéon de
anticuerpos en respuestas dependientes de los linfocitos T (Lund, 2008),
respectivamente. En nuestros resultados encontramos que la produccién de IL-10 por
parte de los linfocitos B se asocia a un fenotipo de memoria, lo cual concuerda con
estudios realizados en linfocitos B humanos donde se ha descrito que los linfocitos B
productores de IL-10 se encuentran enriquecidos en la poblacion de celulas de
memoria CD27+ (Bouaziz y cols., 2010) y que la secrecion de IL-10 por parte de
linfocitos B humanos posee un efecto autocrino, promoviendo la diferenciacion hacia

plasmablastos productores de anticuerpos IgM o IgG (Heine y cols., 2014).

Al analizar el fenotipo de las diferentes sub-poblaciones de linfocitos B
activados encontramos que los linfocitos B virgenes presentaron un alto porcentaje de
células que forman centros germinales (GL7+CD95+), expresan moléculas de co-
estimulacion CD86 y CD83, marcadores de activacion tempranos como CDE9 y
moléculas de presentacion de antigeno MHC-II (Figura 6 y 7). Este fenotipo observado

es consistente con la funcion de los linfocitos B virgenes, ya que luego de reconocer el
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antigeno se activan, proliferan, forman centros germinales y comienzan con &l proceso
de diferenciacién hacia células plasmaticas productoras de anticuerpos y hacia la
formacion de linfocitos B de memoria (Oropallo y cols., 2014). Las sub-poblaciones de
linfocitos B de mem‘oria al ser activadas también presentaron una alta expresién de los
marcadores de co-estimulacion, activacién, de diferenciacion hacia células pre-
plasmaticas y de presentacion de antigenos previamente mencionados, lo que sugiere
que podrian ejercer un papel importante en la activacion de linfocitos T durante las
respuestas inmunes secundarias. Los linfocitos B de memoria mediante la produccién
de IL-10 también podrian participar en procesos de induccion de tolerancia, ya que
esta citoquina posee un rol clave en la inhibicién de la funcién de citoquinas pro-
inflamatorias, favorece la diferenciacion hacia linfocitos T reguladores y suprime la

activacion de linfocitos T CD4+ (Mauri y Bosma, 2012).

En este trabajo estudiamos otros marcadores de linfocitos B de memoria
descritos en la literatura reciente como son CD80, PD-L2 y CD73. (Bergmann y cols.,
2013; Weill y cols., 2013). La expresion de CD80 en los linfocitos B estimula el
desarrollo de linfocitos T foliculares, los cuales son necesarios para la generacion de
centros germinales, ademas favorece la sobrevida y la generacidon de células
plasmaticas (Good-Jacobson y cols., 2012) mientras que PD-L2 inhibe la activacion de
los linfocitos T mediante la interacciéon con PD-1 (Latchman y cols., 2001). CD73 es
una ecto-nucleotidasa que participa en el metabolismo del ATP y es expresada por [os
linfocitos B de memoria que han hecho el cambio de isotipo de inmunoglobulina

(Schena y cols., 2013). En forma consistente con lo descrito, nuestros resultados

muestran que la poblacion de linfocites B de memoria clasicos al activarse expresan




estos marcadores con una mayor intensidad media de fluorescencia que los linfocitos B

virgenes y los linfocitos B de memoria IgM+ (Figura 7).

Linfocitos B de memoria en el lupus.

El objetivo central de este trabajo fue estudiar los linfocitos B de memoria en
ratones que desarrollan lupus. Para esto nos basamos en las caracteristicas que

determinamos de los linfocitos B de memoria de ratones inmunizados.

En este trabajo utilizamos el modelo murino de la enfermedad [NZBW]F1, que
es aquel que se asemeja mas a la patologia desarrollada en humanos. Utilizamos
hembras de 6 meses de edad que presentaron los sintomas asociados a la
enfermedad: dafio renal y produccién de auto-anticuerpos anti ADN de doble hebra.

Como cepa control se utilizaron ratones [NZW x Balb/c]F1 pareados por sexo y edad.

El estudio de los linfocitos B de memoria puede proveer conocimiento relevante
para el disefio de nuevas terapias para las enfermedades autoinmunes. Los linfocitos B
de memoria confieren una respuesta rapida y potenciada frente a un antigeno. Esto es
beneficioso cuando la respuesta permite eliminar algo dafiino para el organismo, pero
es perjudicial cuando [a respuesta es contra sus propios componentes como ocurre en

las enfermedades autoinmunes.

En este trabajo analizamos la frecuencia de las sub-poblaciones de linfocitos B
virgenes, linfocitos B de memoria clasicos y linfocitos B de memoria IgM+ y
encontramos que en ios organos linfoldes secundarios de los ratones lpicos existe
una disminucién en el porcentaje de linfocitos B virgenes y un aumento del porcentaje

de linfocitos B de memoria clasicos o IgM+ (Figura 9B), concordante con la
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enfermedad. Estos resultados podrian deberse a la presencia intrinseca de una mayor
proporcién de linfocitos B auto-reactivos y su constante activacion en presencia de
antigenos propios 0 a fallas en los mecanismos de tolerancia hacia células auto-
reactivas. Varios mecanismos han sido invocados en la generacion de linfocitos B auto-
reactivos, como por ejemplo la duplicacion de genes de los receptores TLR7 capaces
de reconocer ARN (Pisitkun y cols., 2006), la edicion excesiva del receptor BCR (Gay y
cols., 2011) y una delecidn fallida del repertorio de linfocitos B auto-reactivos (Luning-

Prak y cols., 2011).

Una diferencia notoria entre ratones ltpicos y controles fue el incremento de
linfocitos B totales en el timo de ratones Iipicos (Figura 8B). Recientemente se ha
descritc que los linfocitos B durante procesos infecciosos o en condiciones de
inflamacion, como es el caso del lupus, son capaces de migrar desde la periferia hacia
el timo (Hodge y cols., 2012). En un trabajo publicado por Perera y cols., 2013 se
muestra que en condiciones normales los linfocitos B en el timo que son auto-reactivos
son capaces de presentar auto-antigenos a linfocitos T, promoviendo la eliminacién de
los linfocitos T auto-reactivos mediante seleccion negativa. En el caso del lupus, este
mecanismo de tolerancia podria presentar fallas y de esta forma contribuiria a un
incremento de [a frecuencia de linfocitos T auto-reactivos que podrian migrar a la
periferia y causar dafio. Dado que el timo es constantemente repoblado por
progenitores de linfocitos B de [a médula dsea (Luc y cols.,, 2012), el ambiente
inflamatorio cronico del lupus podria inducir un aumento en la migracién de estas
células y un aumento en los linfocitos B virgenes tal como observamos en este estudio
(Figura 9B). Sin embargo, resuitados previos de nuestro laboratorio muestran que el

timo de ratones [picos presenta una proporcion inferior de linfocitos B GL7+ (marcador
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de centros germinales) comparados con ratones controles (Fuentes, 2014}, lo cual
explicaria la menor proporcién de linfocitos B de memoria encontrados en el timo de
ratones lpicos (Figura 9B). Por otra parte, se ha descrito la presencia de centros
germinales en el timo en distintas enfermedades autoinmunes como [a esclerosis

multiple y miastenia gravis (Gatto y cols., 2010; Berrih-Aknin y cols., 2013).

Existen ciertas inmunodeficiencias que han sido sistematicamente asociadas
con enfermedades autoinmunes. Las inmunodeficiencias son producidas por defectos
en ciertos genes, los que producen fallas en los mecanismos inmunes. En particular, la
inmunodeficiencia de IgA ha sido consistentemente asociada con el lupus (Carneiro-
Sampaio y cols., 2008; Singh y cols., 2014). La prevalencia de esta deficiencia en
pacientes que desarrollan lupus se ha estimado entre 1 - 4,6% dentro de [a poblacién,
lo cual es 50 veces superior a [a frecuencia descrita para la poblacién en general
(Rankin y cols., 1997). La falta de IgA en las mucosas hace susceptible a los individuos
a diversos antigenos del ambiente, favoreciendo un estado de activacién crénico de
linfocitos B y T (Carneiro-Sampaio y cols., 2008). En pacientes con deficiencia en los
niveles de IgA se han encontrado auto-anticuerpos capaces de reconocer antigenos
propios como cardiolipina, fosfatidilserina y colageno, entre otros (Yel, 2010). De esta
rnanera, la inmunoglobulina IgA favorece la mantencion de la homeostasis y tolerancia

{(Jacob y cols., 2008).

A raiz de lo anterior estudiamos los linfocitos B de memoria IgA+ en los ratones
lapicos, donde los mayores porcentajes de estas células se encontraron en el ganglio
mesentérico y en placas de Peyer (Figura 10C) en forma consistente con la literatura.
Si bien encontramos una tendencia al aumento del porcentaje de linfocitos B de

memoria IgA+ en estos érganos, el nimero absoluto de células IgA+ disminuyo
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significativamente en las placas de Peyer de ratones IUpicos (Figura 10C), lo cual en

base a lo anterior podria contribuir a la inflamacién crénica en el intestino.

Los linfocitos B de memoria poseen un repertorio de anticuerpos que ha
aumentado la afinidad por el antigeno mediante el proceso de hipermutacién somatica
y modificado el isotipo de inmunoglobulina. Estos eventos ocurren en estructuras
especificas dentro de los érganos linfoides, denominadas centros germinales (CGs)
(Zotos y Tarlinton, 2012; Oropallo y Cerutti, 2014). Los linfocitos B que conforman
estas estructuras expresan los marcadores GL7 y CD85 (Bollig y cols., 2012). Nuestros
resultados mostraron un incremento significativo en el porcentaje de linfocitos B
GL7+CD95+ en el bazo, ganglio mesentérico y placas de Peyer de ratones Ilipicos y se
observé que esta poblacion se compone principalmente de linfocitos B experimentados
IgD- (Figura 11). Debido a que los centros germinales son generados producto de la
interaccién entre células dendriticas foliculares, linfocitos T foliculares y los linfocitos B
antigeno especificos (Gatto y cols., 2012), es posible que también exista una
desregulacién en estos otros tipos celulares, de forma tal que en conjunto mantengan
reacciones del centro germinal en forma crénica. Al respecto, en el suero de pacientes
lapicos se ha detectado una produccion elevada de CXCL13, quimioquina capaz de
reclutar a los linfocitos T foliculares CXCR5+ e inducir la formacion de CGs (Wong y
cols., 2010). Recientemente se ha planteado que la IL-27 también posee un papel
importante en el desarrollo de los centros germinales en el lupus (Redzwan y cols.,

2013).

Se ha descrito que en condiciones linfopénicas, como observamos en la
mayoria de los 6rganos linfoides de los ratones lapicos (excepto en el bazo), existe una

mayor disponibilidad de los antigenos y esto facilitaria su reconocimiento por parte de
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los linfocitos B, contribuyendo a la formacion de centros germinales persistentes y
favoreciendo la produccién de auto-anticuerpos (Baurnjohann y cols., 2013). Los
centros germinales pueden surgir espontaneamente en modelos murinos de
enfermedades autoinmunes (Vinuesa y cols., 2009), lo cual en conjunto con el proceso
de hipermutacién somatica conduce a la produccién de anticuerpos especificos contra
antigenos propios con un potencial patogénico (Mclntosh y cols., 1996). Dado que los
centros germinales son sitios donde ocurre eliminacién de restos celulares generados
por la apoptosis quedan disponibles auto-antigenos como ADN y ARN, [os cuales son
reconocidos por los linfocitos B, contribuyendo a la seleccion de las células mas afines

por dichos antigenos (Baumann y cols., 2002).

Cabe considerar que los linfocitos B de los centros germinales expresan el
marcador CD95, el cual corresponde al receptor de muerte celular Fas, por o tanto se
puede plantear que este mecanismo de induccién de apoptosis en los linfocitos B
podria estar desregulado en el lupus, haciéndolos resistentes y promoviendo la
sobrevida de estas células (Gatto y cols., 2012). De forma similar, en humanos se han
identificado pacientes con mutaciones en Fas y se han asociado con el sindrome linfo-
proliferativo autoinmune (Rieux-Laucat y cols., 1995; Price y cols.,, 2014). Esta

posibilidad no fue explorada en esta tesis.

Como ya hemos mencionado, el proceso de recombinacién y cambio de isotipo
de inmunoglobulina es importante para la formacién de linfocitos B de memoria. Al
respecto, estudios recientes han identificado a las moléculas CD39 y CD73 como
claves para inducir este proceso (Schena y cols., 2013). Estos marcadores
corresponden a ectonucleotidasas que hidrolizan el ATP en tandem y generan

adenosina como producto. Su papel ha sido descrito principalmente en la poblacién de
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linfocitos T reguladores, donde contribuyen a la supresién de la respuesta inmune
(Deaglio y cols., 2007). Por ofra parte, ratones knock out para CD39 desarrollan en
forma espontanea sintomas de enfermedades autoinmunes (Dwyer y cols., 2007;
Haské y cols., 2008), sugiriendo que [a presencia de CD39 y CD73 en los linfocitos B

puede estar relacionado con una funcién regulatoria.

Al analizar la expresion de CD39 y CD73 en los linfocitos B de ratones lipicos
encontramos que los linfocitos B virgenes gD+ tienen un fenotipo CD38+CD73- y
dentro de la poblacién de linfocitos B experimentados IgD- se encontraron dos
poblaciones, una CD39+CD73+ y la otra CD39-CD73+ (Figura 12B). Estos resultados
son consistentes con el modelo planteado en la literatura (Schena y cols., 2013), donde
los linfocitos B virgenes son CD39+ y luego de activarse en presencia del antigeno
secretan ATP y expresan CD73, produciende adenosina. La adenosina actuaria
mediante un mecanismo autocrino y de esta forma se induciria el cambio de isotipo en
los linfocitos B. En base a esto, los linfocitos B de memoria que mantienen el isotipo
IgM tendrian un fenotipo CD39+CD73-. En el bazo de ratones Ilipicos se observd en
forma endégena una disminucién en el porcentaje de linfocitos B IgD- CD39+CD73-
(Figura 12B) comparado a ratones controles. En este mismo o6rgano también
observamos un aumento en los linfocitos B 1gD-CD38-CD73+ (Figura 12B) comparado
a ratones controles. Esta poblacion no ha sido descrita previamente, sin embargo,
podemos plantear que los linfocitos B CD39+CD73+ podrian posteriormente perder Ia

expresion de CD39 y diferenciarse hacia células con fenotipo CD39-CD73+.

Los linfocitos B de memoria cldsicos del bazo de ratén l(pico al ser activados en
presencia de CpG y anti-CD40 presentaron un 72% de células CD38+CD73+ (Figura

14B). Saze y cols., 2013 demostraron recientemente que los linfocitos B humanos que
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presentan un fenotipo CD39+CD73+ son capaces de hidrolizar ATP exogeno al ser
activados in vitro e inhibir la proliferacion de linfocitos T. Estos resultados sugieren que
los linfocitos B de memoria clasicos podrian ejercer un papel inmunosupresor, €l cual

podria ser defectuoso en el lupus eritematoso sistémico.

Para estudiar el fenotipo de los linfocitos B de memoria en el lupus purificamos
las sub-poblaciones de linfocitos B del bazo de un ratén lipico de acuerdo a la
expresion de IgM e IgD, descartando las células dendriticas CD11c+ y los linfocitos B-1
CD5+, los cuales se encuentran aumentados en el lupus (Gleisner y cols., 2013
Cris6stomo, 2014; Fuentes, 2014), y las activamos en presencia de CpG y anti-CD40.
Nuestros resultados mostraron que un 77% de los linfocitos B virgenes al activarse
perdieron la expresién de gD, transformandose en células de memoria IgM+IgD-. Se
ha reportado que el suero de pacientes que desarrollan lupus presenta niveles
elevados de IL-17 y BAFF (Factor de activacion de linfocitos B) en comparacion a
pacientes sanos y que estas moléculas son capaces de condicionar un estado activado
en los linfocitos B, induciendo la expresion de factores de transcripcion (Twist-1 y
Blimp-1) necesarios para el cambio de isotipo de inmunoglobulina y la diferenciacion
hacia células plasmaticas (Doreau y cols., 2009). La estimulacién basal producida por
IL-17 y BAFF podria inducir un estado pre-activado en los linfocitos B virgenes,

facilitando su diferenciacién hacia células de memoria lgM+IgD- en el lupus.

Otro factor considerado en este trabajo fue la formacién de centros germinales,
que son [a antesala de la produccién de LB de memoria clésicos. Los linfocitos B
virgenes del bazo de un ratén lupico al activarse presentaron el mayor porcentaje,
comparado a las otras sub-poblaciones, de células GL7+CD95+ (48%) que

corresponden a linfocitos B de centros germinales. Si bien se ha descrifo que en
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condiciones normales los linfocitos B de memoria que han hecho el cambio de isotipo
ho forman centros germinales (Vinuesa y cols., 2009), esta poblacién en el raton ldpico
al ser activada formé un 30% de células GL7+CD@5+ (Figura 13), lo cual contribuiria al
incremento de los centros germinales observado previamente en ratones lpicos y a la

respuesta de memoria (Figuras 8y 11).

De los marcadores de activacién estudiados en los linfocitos B de ratdn ldpico
nos parecié interesante CD83. Se ha descrito clasicamente que CD83 es un marcador
de co-estimulacién expresado principalmente por las células dendriticas, que participa
en la induccién de la expresién de CD86 y MHC-II (Tze y cols., 2011). Otros autores
han planteado que CD83 expresado en linfocitos T y células dendriticas posee un
papel inmunosupresor de la respuesta inmune (Reinwald y cols., 2008; Prazma y
Tedder, 2008). Por otra parte, CD83 ha sido descrito como un marcador de activacion
temprano expresado por los linfocitos B al ser estimulados en presencia de ligandos de
TLR, mediante sefializacion a través del BCR o por interaccién con linfocitos T
activados (Kretschmer y cols., 2011). Interesantemente, en nuestros resultados, al
analizar el fenotipo de linfocitos B de raton IGpico luego de ser activados encontramos

que ninguna sub-poblacion expresé CD83 (Figura 14).

El papel de CD83 en los linfocitos B se ha estudiado en un modelo murino
donde los linfocitos B sobre-expresan CDB83. Estas células fransgénicas al ser
activadas en presencia de ligandos de TLR (LPS) presentaron una reduccion en la
sefializacién mediada por calcio, disminucion en la secrecion de inmunoglobulinas y un
incremento en la produccion de IL-10. Por el contrario, usando un modelo que presenta
una mutacién con pérdida de funcion de CD83 se encontré que los linfocitos B

presentaron una reduccién en la produccién de IL-10 y un leve aumento en la
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secrecion de inmunoglobulinas al ser activados (Kretschmer y cols., 2007). Otros
autores confirman que CDB83 en los linfocitos B inhibe la sefializacion del BCR y, por lo
tanto, la falta de regulacion por parte de esta molécula contribuye a la mantencién de
un estado activado (Uhde y cols., 2013). A raiz de lo anterior podemos plantear que los
linfocitos B en el lupus al no expresar CD83 luego de activarse no poseen el
mecanismo para inducir supresion de la respuesta inmune, contribuyendo a un estado

de inflamacién cronico y a la patogénesis de la enfermedad.

Al analizar la expresién de marcadores de memoria (Bergmann y cols., 2013)
en las sub-poblaciones de linfocitos B de ratén Iipico activadas observamos que la
poblacién de linfocitos B de memoria clasicos expresé los niveles mas altos de CD80 y
CD73 (Figura 14), sin embargo, se observé una baja expresion de PD-L2 (proteina de
l[a famiia de inmunoglobulinas (B7-DC)). PD-L2 es una molécula descrita
principalmente en células dendriticas, la cual puede ejercer una funcién reguladora de
la respuesta inmune, suprimiendo la proliferacidn de linfocitos T mediante [a interaccion
con PD-1 (Latchman y cols., 2001; Okazaki y Honjo; 20086). En base a lo anterior, la
baja expresién de PD-L2 por parte de los linfocitos B de memoria del bazo de ratén
lipico favoreceria la ruptura de un mecanismo de tolerancia inmune. De esta forma, se
favoreceria la mantencion de un estado activado de los linfocitos T, los cuales
mediante la expresién de CD40L (Quezada y cols., 2004) inducirian la formacién de
centros germinales, que a su vez generarian mas linfocitos B de memoria deficientes
en PD-L2, creando un circulo de retroalimentacion positiva. De hecho, en pacientes
que ciesarrollan fupus se ha encontrado que los linfocitos T poseen un fenotipo

activado y la expresion de CD40L esta aumentada (Katsiari y cols., 2002).
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Al analizar el patrén de citoquinas producidas por las sub-poblaciones de
linfocitos B del bazo de un ratén lupico activadas se detectd la presencia de IL-6, IL-10
y TNF (Figura 15), en forma similar a lo obtenido con los linfocitos B en el modelo de
ratones inmunizados (Figura 5). Los linfocitos B de memoria secretaron 1L-10, donde
los linfocitos B de memoria IgM+ fueron los principales productores, superando el nivel
producido por los linfocitos B de memoria clasicos. Los linfocitos B virgenes produjeron
altos niveles de IL-6 y bajos niveles de IL-10. No se observaron diferencias entre las
sub-poblaciones en cuanto a la produccién de TNF. También se analiz6 IL-12p70,

MCP-1 e IFN-y, pero estas citoquinas no fueron detectadas.

Los linfocitos B se originan en la médula 6sea y emigran hacia la periferia en un
estadio inmaduro o de transicién (TN), ingresan al bazo y alli continGian con su proceso
de maduracion. Luego estas células dan origen a dos subtipos de linfocitos B-2: los
linfocitos B foliculares (FO) y los linfocitos B de la zona marginal (MZ). Los linfocitos B
foliculares se caracterizan por recircular en la sangre y los drganos linfoides
secundarios, mientras que los linfocitos B marginales residen en la periferia del bazo,
denominada también zona marginal (Pillai y cols., 2005; Naradikian y cols., 2014). A
diferencia de los linfocitos B foliculares, que poseen un fenotipo IgD+CD23+CD21+ y
ya sea una alta o baja expresion de IgM, los linfocitos B de la zona marginal expresan
altos niveles de IgM y son IgD-CD23-CD21+CD1d+ (Pillai y cols., 2005). CD21 es el
receptor de superficie de la componente del complemento C3d y en asociacién con
CD19 participa en la activacion de los linfocitos B a través del BCR (Kozono y cols.,
1998), mientras que CD23 es el receptor de baja afinidad de IgE y participa en la

respuesta inmune contra alérgenos (Rosenwasser y Meng, 2005).
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Al analizar los linfocitos B de la zona marginal en ratones iGpicos en los
diferentes organos linfoides secundarios encontramos un aumento en relacion a
ratones confroles tanto en porcentaje como en numero absoluto, mientras que la
proporcién de linfocitos B foliculares CD21+CD23+ disminuye (Figura 16B). Este
resultado es consistente con lo descrito (Wither y cols., 2000; Sang y cols., 2013) para
el modelo murino [NZBW] F1. Una posible explicacién es que en la condicion de
autoinmunidad se produzca un sesgo en la diferenciacién de linfocitos B inmaduros o
de transicion hacia células MZ en desmedro de la poblacion de linfocitos B FO (Pillai y
Cariappa, 2009), o bien por ofro lado que los linfocitos B FO se diferencien

constantemente hacia linfocitos de fenotipe MZ (Srivastava y cols., 2005).

Nuestros resultados muestran que los linfocitos B MZ de ratones lGpicos
expresan IgM y CD1d en acuerdo con lo demostrado en la literatura (Duan y cols.,
2008), sin embargo, la expresion de estas moléculas fue menor en comparacion a
ratones controles (Figura 16D y 16E). Dentro de los subtipos de linfocitos T se
encuentran los linfocitos NKT, los cuales reconocen antigenos glicolipidicos
presentados en el contexto de CD1d (Godfrey y Kronenberg, 2004). Se ha descrito que
en ratones [Upicos [NZBW]F1 los linfocitos NKT se encuentran expandidos en el bazo,
timo, higado y rifiones y contribuyen a [a autoinmunidad (Zeng y cols., 2003; Forestier y
cols., 2005). Dado que los linfocitos NKT pueden reconocer antigenos lipidicos
presentados por los linfocitos B CD1d+, se ha descrito que esta interaccion puede
contribuir a la diferenciacion de linfocitos B de ratones ltpicos y posterior produccion de

auto-anticuerpos patogénicos IgM e IgG (Takahashi y Strober, 2008; Cerutti y cols.,

2012). De acuerdo a nuestros resultados (Figura 16), la presencia de linfocitos B de




fenotipo MZ en los érganos linfoides secundarios de los ratones Ipicos podria

contribuir a la activacion de los linfocitos NKT.

Los linfocitos B de la zona marginal, como se menciond anteriormente,
expresan CD1d, poseen un fenotipo IgM+igD- (Pillai y cols., 2005) y ademas se ha
descrito que poseen ciertas caracteristicas de linfocitos B de memoria. Estas incluyen
un fenotipo pre-activado, la capacidad de auto-renovarse y de sobrevivir por periodos
largos, llegando incluso a perdurar por toda la vida del individuo (Pillai y Cariappa,
2009). En humanos se ha descrito que los linfocitos B de memoria IgM+ en la sangre
corresponden a los linfocitos B MZ del bazo en circulacion (Weller y cols., 2004), los
cuales expresan el marcador de memoria CD27 (Ettinger y cols., 2007). En nuestros
resultados correlacionamos el fenotipo de linfocitos B de memoria con la produccion de
IL-10 y observamos que al activar esplenocitos de ratén lGpico la produccién de IL-10
se encuentra principalmente delimitada a la poblacién de linfocitos B MZ de fenotipo
CD21+CD23- (Figura 17), en forma consistente con lo reportado por Lenert y cols.,
2005. Se ha descrito que ademas de la produccién de 1L-10, los linfocitos B MZ al
activarse pueden producir IL-6, con lo que pueden regular la respuesta inmune o
promover inflamacion (Brummel y cols, 2005; Barr y cols., 2012). Con estos
antecedentes proponemos que los linfocitos B de la zona marginal podrian formar parte
del conjunto de linfocitos B de memoria de larga vida que mantienen el isotipo IgM en

el lupus.

Debido a que los linfocitos B MZ se ubican en la zona marginal, es decir hacia
la periferia del bazo, comprenden la primera barrera frente a los antigenos presentes
en el flujo sanguineo que penetra al érgano. Luego de que se activan estos linfocitos B

migran hacia los foliculos linfoides, donde pueden recibir la ayuda de los linfocitos T
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cooperadores y diferenciarse hacia células plasmaticas o bien activar linfocitos T
CD4+, los cuales a su vez pueden activar a los linfocitos B FO (Sang y cols., 2013). La
gran expansién de los linfocitos B MZ que observamos en el lupus provoca que estas
células comiencen a ubicarse en regiones mas all4 de la zona marginal, invadiendo los
foliculos linfoides, cuando normalmente transitan por esa zona temporalmente. La
ruptura de este mecanismo de mantencién de la ftolerancia (exclusion folicular)
promueve la inflamacién y autoinmunidad (Duan y cols., 2008). Por ofra parte,
resultados recientes de nuestro laboratorio muestran un aumento de células
dendriticas plasmacitoides (pDCs) en el bazo de ratones IUpicos, las que al activarse
producen IFN-a (Gleisner y cols., 2013). El IFN-a a su vez induce la activacion de los

linfocitos B MZ y la produccion de auto-anticuerpos (Lenert y cols., 2006).
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RESUMEN DE RESULTADOS

Caracterizacion de los linfocitos B de memoria murinos (modelo de

ratones inmunizados)

o Los linfocitos B de memoria estan presentes en todos los érganos linfoides
analizados: bazo, ganglio mesentérico, ganglios periféricos, placas de Peyer y
timo.

s Tal como se ha descrito en la literatura, en este estudio corroboramos que
existen dos sub-poblaciones de linfocitos B de memoria: los linfocitos B de
memoria clasicos (IgM-IgD-) y los linfocitos B de memoria IgM+ de [arga vida.

¢ Los linfocitos B de memoria activados in vifro producen IL-10, IL-6 y TNF. Los
linfocitos B de memoria IgM+ producen un mayor nivel de IL-10 e IL-6 que los
linfocitos B de memoria clasicos.

e Los linfocitos B de memoria clasicos, a diferencia de los linfocitos B virgenes,
activados in vitro expresan CD80, CD73 y PD-L2, marcadores asociados a
memoria. Los linfocitos B de memoria IgM+ expresan menores niveles de estas

moléculas.
Linfocitos B de memoria en el lupus

e Los ratones lGpicos presentan un aumento en el porcentaje de linfocitos B
totales en los 6rganos linfoides (bazo, timo, ganglios periféricos, ganglio
mesentérico y placas de Peyer) en comparacién a ratones controles, con
diferencias significativas en ganglios periféricos y en el timo.

« Los ratones lupicos presentan un incremento significativo en el porcentaje de

linfocitos B de memoria clasicos en el bazo en comparacion a ratones controles,
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mientras que los linfocitos B de memoria IgM+ no presentaron diferencias
significativas en este érgano.

En ganglio mesentérico, placas de Peyer y ganglios periféricos de ratones
ltipicos existe una tendencia al aumento del porcentaje de los linfocites B de
memoria IgM+ en comparacion a ratones controles, con diferencias
significativas en ganglios periféricos.

En el timo de ratones lGpicos, el porcentaje de los linfocitos B de memoria
clasicos disminuye mientras que los porcentajes de los linfocitos B de memoria
IgM+  linfocitos B virgenes aumentan en comparacion a ratones controles.

Los ratones lUpicos presentan una disminucién significativa del numero
absoluto de linfocitos B de memoria IgA+ en ganglio mesentérico y placas de
Peyer comparado a ratones controles.

Los ratones IGpicos comparados a ratones controles poseen un mayor
porcentaje de linfocitos B de centros germinales en los drganos linfoides
secundarios, los cuales ademas muesiran una alta proporcion de linfocitos B de
memoria IgD-.

Los ratones lipicos poseen un mayor porcentaje de linfocitos B CD73+ en el
bazo y en ganglios periféricos en comparacion a ratones controles.

Los linfocitos B de memoria de ratén ldpico al activarse producen IL-10, IL-6 y
TNF. La produccién de IL-10 esta dada principalmente por los linfocitos B de
memoria IgM+.

Los linfocitos B de memoria clasicos de un ratén lapico al activarse expresan

elevados niveles de CD80 y CD73 en comparacion a los linfocitos B de
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memoria IgM+, pero bajos niveles de PD-L2 a diferencia de lo que ocurre con
los linfocitos B de memoria clasicos de ratones inmunizados.

Los ratones lupicos presentan un aumento en el porcentaje de linfocitos B de la
zona marginal CD21+CD23 en los drganos linfoides secundarios en
comparacion a ratones controles.

La produccion de IL-10 en ratones lGpicos y controles esta limitada
principaimente a la poblacion de linfocitos B de la zona marginal CD21+CD23-

lo que concuerda con caracteristicas de linfocitos B de memoria IgM+.
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CONCLUSION

Los resultados obtenidos en este trabajo nos permiten concluir que en los
érganos linfoides secundarios de ratones lupicos existe un incremento anormal de
linfocitos B de la zona marginal y formacion exacerbada de centros germinales, lo cual
conduce a la generacién de una elevada proporcion de linfocitos B de memoria IgM+y
clasicos, respectivamente. Estos factores y la baja expresion de PD-L2, molécula
asociada a la induccion de tolerancia, en los linfocitos B de memoria clasicos podrian

favorecer la formacion de auto-anticuerpos y contribuir a la patogénesis del lupus.
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