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RESUMEN

El timo contiene una poblacion de linfocitos B que participa en la maduracion y
seleccién de los linfocitos T. Estudios recientes y antecedentes de nuestro
laboratorio muestran que, de manera basal, los linfocitos B timicos de ratones
gue no han sido inmunizados poseen elevada expresion de moléculas de
activacion y aproximadamente un tercio de ellos ha realizado cambio de isotipo
de inmunoglobulina (lg). Si bien, la activaciéon y cambio de clase de Ig son
procesos clasicamente asociados a la diferenciacion de linfocitos B de memoria
en respuesta a antigenos extrafios en la periferia, no es claro si los linfocitos B
en el timo recapitulan las propiedades fenotipicas de linfocitos B de memoria
convencionales y si su diferenciacion sigue la via clasica de activacion en

respuesta a antigenos exdgenos.

En este trabajo, nos propusimos evaluar el fenotipo de los linfocitos B del timo en
distintos contextos para dilucidar el proceso de formacion de los linfocitos B de
memoria timicos. Para cumplir este objetivo, analizamos la expresion de
moléculas asociadas con el fenotipo de linfocitos B de memoria periféricos.
Nuestros resultados muestran que, de manera basal, una proporcion significativa
de los linfocitos B del timo realizan cambio de clase a los isotipos 1gG2b e IgA, y
expresan los marcadores de memoria CD73 y PD-L2. Interesantemente, en un
modelo de parabiosis encontramos que una fraccion de los linfocitos B circulantes

gue migran al timo realizan cambio de clase de Ig recapitulando el fenotipo de los
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linfocitos B residentes. Dado que esto sugiere que la formacion de linfocitos B de
memoria ocurre localmente en el timo sin requerir estimulos antigénicos externos,
evaluamos si un contexto de exposicion reducida a antigenos externos afecta la
formacion de los linfocitos B de memoria en el timo. Para ello, generamos ratones
con microbiota intestinal reducida mediante la administracion de antibioticos
desde el desarrollo perinatal. Observamos que el nimero de linfocitos B de
memoria con cambio de clase disminuyen significativamente en el bazo y en los
organos linfoides asociados al intestino mientras que en el timo no se ven
significativamente afectadas estas poblaciones. Siguiendo esta linea, también
evaluamos si la cinética de aparicion de los linfocitos B de memoria timicos esta
correlacionada con la formacion de memoria en 6rganos linfoides periféricos.
Importantemente, observamos que, en el timo, los linfocitos B 1gG2b* e IgA*
aparecen tempranamente durante los primeros dias de vida, mientras que en el
bazo comienzan a aparecer en etapas mas tardias de desarrollo.
Interesantemente, en el modelo murino OT-Il —en el cual no ocurre interaccion
entre los linfocitos B y linfocitos T inmaduros— la diferenciacion de linfocitos B de
memoria timicos se ve drasticamente reducida. En conjunto, los resultados de
este trabajo aportan evidencia de un proceso atipico en el cual una fraccién de
los linfocitos B en el timo poseen un fenotipo de memoria de manera local en un
proceso que requiere la interaccion con linfocitos T inmaduros y es independiente

de la activacion de los linfocitos B periféricos frente antigenos externos.
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ABSTRACT

The thymus contains a population of resident B cells that participate in the
maturation and selection of T cells. Recent studies and results from our laboratory
show that, in a steady-state condition, thymic B cells from non-immunized mice
have a high expression of activation molecules, and approximately a third of them
have undergone an immunoglobulin (Ig) class switch. While activation and Ig-
class-switching are processes typically associated with memory B cell
differentiation in response to foreign antigens in the periphery, it is unclear if B
cells in the thymus recapitulate the phenotypic properties of conventional memory
B cells and if their differentiation follows the classical pathway of activation in

response to exogenous antigens.

In this work, our main goal was to evaluate the phenotype of thymic B cells in
different contexts to elucidate the formation of thymic memory B cells. For this
aim, first we analyzed the expression of molecules that have been associated with
the phenotype of peripheral memory B cells. Our results show that, at steady-
state condition, a significant proportion of thymic B cells have undergone class-
switching to the IgG2b and IgA isotypes and express the memory markers CD73
and PD-L2. Interestingly, in a parabiosis model, we found that a similar fraction of
circulating B cells that migrate to the thymus undergo Ig class switching,
recapitulating the phenotype of resident B cell. Since this suggests that memory

B cell differentiation occurs locally in the thymus without requiring external
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antigenic stimuli, we evaluated whether a context of reduced exposure to external
antigens affects the formation of memory B cells in the thymus. For this, we
generated mice with reduced intestinal microbiota by administering antibiotics
from the perinatal development. We observed that the number of Ig-class-
switched memory B cells is significantly decreased in the spleen and gut-
associated lymphoid organs, while these populations are not significantly affected
in the thymus. Similarly, we also evaluated whether the kinetics of appearance of
thymic memory B cells is correlated with memory formation in peripheral lymphoid
organs. Importantly, we observed that, in the thymus, IgG2b* and IgA* B cells
appear early during the first days of life, while in the spleen they begin to appear
at later stages of development. Interestingly, in the OT-Il mouse model —in which
interaction between thymic B cells and cognate immature CD4* T cells is
abrogated— the differentiation of thymic memory B cells is drastically reduced.
Altogether, our results provide evidence that the thymus supports an atypical
process in which a fraction of resident B cells in the thymus acquire a memory
phenotype locally, through the interaction with developing T cell that is

independently of the activation of peripheral B cells against external antigens.
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1. INTRODUCCION

1.1 Inmunidad adaptativa y memoria inmunoldgica

Los linfocitos B y los anticuerpos que producen en respuesta a antigenos
externos, son los componentes fundamentales de la inmunidad adaptativa
humoral, otorgando proteccion al organismo frente diversos tipos de patdgenos.
Una de las cualidades mas importantes de la inmunidad adaptativa, tanto de los
linfocitos By T, es su capacidad para “recordar” nuestro historial de exposicion a
antigenos, ya sea por infeccidbn o vacunacién, por medio de la formacién de
células de memoria que proveen una inmunidad especifica de larga duracion
(Abbas et. al, 2014). Este trabajo esta centrado en estudiar a una poblacién de
linfocitos B localizados en el timo, ya que estudios recientes sugieren que sufren
un proceso de diferenciacion hacia células de memoria distinto al contexto
convencional en respuesta a antigenos externos. Durante los Ultimos afios se ha
descrito que los linfocitos B timicos presentan un fenotipo basalmente activado y
una fraccion de ellos realiza cambio de isotipo de inmunoglobulina (Ig) en
condiciones homeostéticas, sugiriendo que existe una via de activacion no
convencional para llevar a cabo su funcion en el timo presentando un fenotipo de
encuentro con antigenos y por consiguiente, posiblemente ser una poblacién de
memoria (Perera et al., 2013; Yamano et al., 2015). Es por ello que se requiere

entender el proceso de diferenciacion de los linfocitos B en el timo hacia una


https://paperpile.com/c/7q2P8o/H9FZ+FVDg+e8be+sZkJ+mpGI+BXeg

poblacién de memoria y evaluar si ocurre de manera clasica en respuesta a su

activacion por antigenos externos.

1.2 Activacion de larespuestainmune humoral y generacion de linfocitos B

de memoria

La respuesta adaptativa humoral comienza cuando antigenos externos son
capturados y transportados a las zonas foliculares de los 6rganos linfoides
secundarios, donde son reconocidos por los linfocitos B naive (IgD*IlgM*). Los
linfocitos B reconocen antigenos especificos por medio de su BCR (B cell
receptor), también llamado inmunoglobulina de superficie, en combinacién con
otros estimulos, como el sistema del complemento y el reconocimiento de
patrones moleculares asociados a patdégenos (Cyster & Allen 2019). Las etapas
siguientes de activacion varian dependiendo de la naturaleza del antigeno que
activa al linfocito B, dado que antigenos proteicos inducen una respuesta
dependiente de linfocito T (T-dependiente), mientras que antigenos no proteicos
inducen una respuesta independiente de linfocito T (T-independiente) (Liao et al.
2017). Dado que este trabajo se enfoca en un proceso asociado a la respuesta
T-dependiente, a continuacion, se describiran en detalle sus etapas. En la
respuesta humoral T-dependiente, de forma paralela a la activacion inicial de los
linfocitos B, los linfocitos T CD4* helper (o cooperadores) son activados en la
zona T del organo linfoide por células dendriticas que han capturado, procesado

y presentado péptidos derivados del mismo antigeno en moléculas de


https://paperpile.com/c/7q2P8o/IuuI
https://paperpile.com/c/7q2P8o/sJzB
https://paperpile.com/c/7q2P8o/sJzB

histocompatibilidad de clase Il (MHC-II). La activacion inicial de linfocitos By T
especificos en respuesta al mismo antigeno induce, en ambos tipos celulares,
cambios en la expresion de receptores quimiotacticos que les permite migrar el
uno hacia el otro e interactuar en el borde del foliculo. A continuacion, el linfocito
B, que ha internalizado y procesado el antigeno proteico, presenta multiples
péptidos del antigeno en complejos péptido/MHC-II que son reconocidos por el
TCR de un linfocito T cooperador previamente activado. Al ser activado, los
linfocitos T proveen sefiales de ayuda mediante la expresion del ligando de CD40
(CD40L), que se une a su receptor, CD40, situado en la superficie de los linfocitos
B. Esta interaccion CD40-CD40L induce varios procesos claves de la respuesta
T-dependiente: mayor proliferacion, diferenciacion temprana de los linfocitos B
hacia células productoras de anticuerpos en los focos extrafoliculares (llamados
asi porque se forman fuera de la zona B folicular), cambio de clase de
inmunoglobulina (lg), e induccién de la formacion de centros germinales. En los
focos extrafoliculares, los linfocitos B activados tienen tres destinos: algunos se
diferencian en células plasméticas de vida corta que producen una respuesta
rapida mediada por anticuerpos de baja afinidad, principalmente del tipo IgM.
Otros se diferencian a células de memoria, principalmente del tipo IgM con poca
maduracion de afinidad por el antigeno, mientras que otros linfocitos B activados
en el foco extrafolicular migran de vuelta al foliculo y forman centros germinales.
Los centros germinales son estructuras especializadas donde los linfocitos B
proliferan extensivamente y, mediante hipermutacion somatica, aumentan la

afinidad de sus anticuerpos —proceso denominado maduracion de la afinidad—.



Por otra parte, el estimulo CD40-CD40L de los linfocitos T cooperadores junto
con citoquinas producidas en el centro germinal, promueven el cambio de clase
de inmunoglobulinas donde el linfocito B cambia la region constante de la Ig (o
isotipo) de IgM e IgD, a otros como IgG, IgE o IgA. Casa isotipo de
inmunoglobulina ejecuta funciones efectoras distintas. El cambio de clase de Ig
hacia un determinado isotipo esta regulado por el patrén de citoquinas secretadas
por los linfocitos T cooperadores que se inducen en funcién de la naturaleza del
patdgeno y del sitio anatomico donde se inicio la respuesta (McHeyzer-Williams

& McHeyzer-Williams, 2005; Kurosaki et al. 2015).

En el centro germinal se seleccionan y sobreviven aquellos linfocitos B con alta
afinidad de su BCR por el antigeno. Una fraccion de los linfocitos B seleccionados
se diferencian a células plasmaticas de larga vida que secretan anticuerpos de
alta afinidad continuamente durante largos periodos y sobreviven en nichos
especializados dentro de la médula ésea (Yoshida et al. 2010). Otros linfocitos B
se diferencian en células de memoria que retienen la Ig especifica en su
superficie, generalmente del tipo IgG. Ante un reencuentro con el antigeno, la
activacion de los linfocitos B de memoria produce una respuesta secundaria
caracterizada por ser mas rapida, mas especifica, de mayor magnitud y con
mayor proporcion de cambio de isotipo (M. G. McHeyzer-Williams & Ahmed,
1999). Ambos estadios finales de diferenciacion de los linfocitos B le otorgan al

organismo una proteccion de larga duracion contra patdgenos a los que ha sido


https://paperpile.com/c/7q2P8o/IcxN+XsOB
https://paperpile.com/c/7q2P8o/IcxN+XsOB
https://paperpile.com/c/7q2P8o/NEcy
https://paperpile.com/c/7q2P8o/UPMB
https://paperpile.com/c/7q2P8o/UPMB

expuesto (McHeyzer-Williams & Ahmed, 1999; Yoshida et al., 2010, Kurosaki et

al. 2015; Akkaya et al. 2020).

1.3 Fenotipo y localizacién de los linfocitos B de memoria

Los linfocitos B de memoria son un componente esencial de la memoria frente a
infecciones e inmunidad adquirida mediante la vacunacion. Consecuentemente,
ha existido un gran esfuerzo por dilucidar interrogantes basicas sobre estas
células que incluyen dénde y como logran sobrevivir durante largos periodos de
tiempo, y como pueden ser identificadas y estudiadas con mayor profundidad en
modelos preclinicos y en estudios con humanos. En este sentido, la
experimentacién con modelos murinos ha permitido dar avances significativos
gue no hubiesen sido posibles en estudios con humanos. En el estudio de la
diferenciacion y caracteristicas funcionales de los linfocitos B de memoria, la
principal estrategia ha consistido en el uso de ratones transgénicos que poseen
linfocitos B de especificidad conocida. Estos modelos permiten inmunizar contra
dicho antigeno para posteriormente rastrear la respuesta de los linfocitos B
especificos y analizar diversas propiedades de las células de memoria generadas
en los 6rganos linfoides secundarios (Dhenni & Phan 2020). Estos estudios han
permitido dar cuenta de que en respuesta a un antigeno se produce un conjunto
heterogéneo de linfocitos B de memoria que se distinguen por la expresion del
isotipo de Ig, la expresion de marcadores de superficie y su funcion efectora al

ser reactivados (Cancro & Tomayko, 2021).
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Hasta la fecha, no existe un marcador definitivo que permita distinguir a los
linfocitos B de memoria. En raton, tipicamente han sido identificado como
linfocitos B IgD™ que han realizado cambio de isotipo y que carecen la expresion
de marcadores de centro germinal (GL-7, Fas y/o PNA). Posteriormente, también
se describio la formacion de linfocitos B de memoria sin cambio de isotipo IgD-
IgM*, que se expanden y diferencian rapidamente en respuesta a su antigeno,
recapitulando caracteristicas funcionales asociados a memoria (Cancro &
Tomayko 2021; Yoshida et al., 2010). Estos linfocitos B de memoria que retienen
la expresion de IgM™* difieren en sus funciones en la respuesta inmune secundaria
en comparacion con los que realizan cambio de isotipo a IgG. Los linfocitos B de
memoria IgM* tienden a ser mas proliferativos y generar nuevos centros
germinales al reactivarse con el antigeno, mientras que los linfocitos B con
cambio de isotipo a IgG tienen una mayor predisposicion a diferenciarse en
células plasmaticas secretoras de anticuerpos de alta afinidad (Yoshida et al.
2010; Cancro and Tomayko 2021; Kurosaki et al. 2015; Pape et al. 2011; Dogan
et al. 2009). También se han propuesto nuevos marcadores complementarios a
la expresion de IgD e IgM para identificar a los linfocitos B de memoria, cuya
expresion aumenta en linfocitos B especificos que son activados con su
respectivo antigeno (Cancro & Tomayko 2021; Yoshida et al., 2010). Al inmunizar
ratones con un antigeno definido, los linfocitos B de memoria en 6rganos linfoides
secundarios tienen una mayor expresion de CD73, el ligando de muerte
programada 2 (PD-L2), y CD80 (Tomayko et al. 2010; He et al. 2017; Koike et al.

2019; Allie et al. 2019; Cancro & Tomayko 2021; Zuccarino-Catania et al. 2014,
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Onodera et al. 2012). Estructuralmente, CD73 es una enzima ectonucleotidasa
que cataliza la conversion de AMP a adenosina y de esta forma modular la
inflamacion, mientras que las moléculas PD-L2 y CD80 pertenecen a la familia
de las moléculas regulatorias inmunes B7. Es importante notar que la expresion
de estos marcadores es heterogénea en los linfocitos B de memoria, pudiendo
distinguirse tanto subpoblaciones que expresan estas moléculas por separado
como otras que las co-expresan. La jerarquia en la expresion de estos
marcadores denota el estado terminal de diferenciacion y potencial de las
funciones efectoras ante una segunda activacion. Las células de memaoria IgM*,
gue tienen poca maduracion de afinidad, por lo general, carecen de estos
marcadores y al reactivarse, preferentemente forman centros germinales donde
realizan cambio de clase y maduracién de la afinidad (Dogan et al. 2009). En
tanto, aquellas IgM* que expresan CD73 y/o PD-L2 se diferencian rapidamente
hacia células secretoras de anticuerpos. En el caso de los linfocitos B de memoria
IgG*, aquellos que expresan solo CD73 o PD-L2 mantienen su potencial de
formar nuevos centros germinales y diferenciarse a células plasméticas, mientras
que aquellas que co-expresan CD73, PD-L2 y CD80 tienden a dar origen
exclusivamente a células plasmaticas (Zuccarino-Catania et al. 2014; Tomayko
et al. 2010; Cancro & Tomayko 2021). Esta heterogeneidad otorga una amplitud
funcional a la respuesta humoral secundaria, dando lugar a una rapida
produccion de anticuerpos y a la vez, manteniendo el potencial de formar nuevas

células de memoria y células plasmaticas de distinta especificidad.
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Un aspecto no trivial es la distribucion anatémica de los linfocitos B de memoria.
Es necesario que estas células circulen y se localicen en lugares estratégicos
gue favorezcan la probabilidad de re-encuentro con antigenos externos. Ademas
de encontrarse en la circulacion, se ha identificado que la zona marginal del bazo
y el seno subcapsular de los 6rganos linfoides secundarios son reservorios
importantes de células de memoria (Palm & Henry, 2019; Takemori et al., 2014;
Moran et al., 2018) , siendo estos sitios donde se retienen antigenos capturados
por el sistema linfatico. Ademas, se han podido encontrar en otros tejidos linfoides
como la médula 6sea, placas de Peyer, y en tejido inmune asociado a mucosas
como las encias y la lamina propia intestinal (Lindner et al., 2015; Palm & Henry,
2019; Tangye & Tarlinton, 2009; Vajdy & Lycke, 1993). En los ultimos afios,
diversos trabajos indican que los linfocitos B de memoria también son reclutados
al tejido donde ocurri6 la infeccion y se mantienen como células residentes, que
no recirculan. Estos linfocitos B de memoria residentes se activan localmente
ante un reencuentro con el antigeno y ejercen funciones efectoras que entregan
una rapida proteccion del tejido. Hasta ahora el establecimiento de linfocitos B de
memoria residentes ha sido descritos principalmente en infecciones respiratorias,
donde estas células colonizan el pulmon y vias respiratorias (Barker et al. 2021,

MacLean et al. 2022; Allie et al. 2019; Oh et al. 2021; Tan et al. 2022).



1.4 El timo contiene una poblacion inusual de linfocitos B residentes

El timo es un organo linfoide primario ubicado en la cavidad toracica superior
donde ocurre la maduracién de los linfocitos T a partir de progenitores derivados
de la médula 6sea (Zuiiga-Pflicker, 2004). Este 6rgano esta organizado en dos
compartimentos donde ocurren distintas etapas de la maduracion de los linfocitos
T:. la corteza exterior y la médula interior. Cada compartimiento posee un
ambiente propicio para la maduracion y seleccion de los linfocitos T conformado
por diferentes tipos de células presentadoras de antigenos (Klein et al., 2014).
En la corteza, las células epiteliales corticales timicas (cTEC) participan en la
etapa de maduracién llamada seleccidn positiva, en la que sobreviven aquellos
linfocitos T inmaduros CD8*CD4*que expresan un TCR funcional capaz de unirse
a moléculas de histocompatibilidad de clase | (MHC-I) o clase Il (MHC-II), para
diferenciarse en linfocitos T CD8* citotbxicos o CD4* cooperadores,
respectivamente. Los linfocitos T CD8*y CD4* inmaduros que sobreviven la
seleccién positiva migran a la médula timica, donde interactiian con distintos tipos
de células presentadoras de antigenos, siendo las mas conocidas las células
epiteliales medulares timicas (MTEC) y las células dendriticas. En esta etapa de
maduracién —llamada seleccién negativa— se presentan antigenos propios a los
linfocitos T inmaduros, y aquellos que poseen una alta afinidad son eliminados
mediante la induccion de apoptosis 0 pueden ser programados a linfocitos T
reguladores que restringen la activacion de linfocitos T autorreactivos en los

tejidos (Szondy et al. 2012; Klein et al. 2014; Lu et al. 2015). Ademas de la
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presentacion de autoantigenos para la eliminacion de linfocitos T autoreactivos,
durante la etapa de seleccion negativa también existe evidencia que sugiere que
ademas se presentan moléculas y metabolitos provenientes de la microbiota para
“educar” a los linfocitos T para que no se genere una respuesta inmune en contra
de las bacterias comensales que colonizan de manera fisiologica distintos sitios
anatomicos como lo son el intestino o la piel (Cebula et al. 2013; Nanjundappa et

al. 2022; Zegarra-Ruiz et al. 2021).

Ademas de las células anteriormente mencionadas, el timo posee una poblacion
de linfocitos B. Tanto en humano como raton, los linfocitos B residen en la médula
y corresponden a alrededor de un 0.2 — 1% del total de las células del timo, no
obstante, su frecuencia aumenta con la edad (Akashi et al. 2000; Ceredig 2002;
Miyama-Inaba et al. 1988; Punnonen & de Vries 1993; Isaacson et al. 1987,
Spencer et al. 1992; Nufiez et al. 2016; Cepeda et al. 2018). El posicionamiento
de los linfocitos B en la médula timica y su capacidad intrinseca para presentar
antigenos motivd numerosos estudios que en conjunto muestran que esta
poblacion tiene un rol en la seleccidén negativa presentando autoantigenos a los
linfocitos T inmaduros (Ferrero et al. 1999; Frommer and Waisman 2010; Fujihara
et al. 2014; Inaba et al. 1991; Perera et al. 2013; Yamano et al. 2015; Perera et
al. 2016; Mazda et al. 1991; Kleindienst et al. 2000; Frommer et al. 2008;

Rudensky et al. 1990).
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Consistente con lo anterior, los linfocitos B de timo poseen varias caracteristicas
gue apoyan su funcidon como células presentadoras de antigenos especializadas
en este 6rgano. Tanto en humano como ratdén, continuamente presentan un
fenotipo activado que consiste en una alta expresion de MHC-Il y de las
moléculas co-estimuladoras CD80 y CD86, en comparacion con los linfocitos B
de la circulacion y organos linfoides secundarios como el bazo (Yamano et al.,
2015; Perera et al., 2013; Ferrero et al., 1999; Lu et al., 2015, Nufiez et al. 2016).
Ademas, hallazgos recientes muestran que una fraccion significativa de los
linfocitos B timicos expresan el factor de transcripcién Aire (Autolnmune
REgulator), cuya expresion se habia reportado exclusivamente en células
epiteliales timicas medulares. Aire promueve una expresion promiscua de
numerosos antigenos tejidos-especificos permitiendo establecer tolerancia a una
gran variedad de autoantigenos (Yamano et al., 2015; Gardner et al., 2009).
Notablemente, evidencia obtenida por el grupo de Yamano, ilustra sobre un
proceso de “licenciamiento” timico, mediante el cual los linfocitos B son
programados en el timo para adquirir este fenotipo especializado que promueve
su capacidad como célula presentadora de antigeno. Ellos muestran al transferir
intravenosamente linfocitos B naive, que aquellos que entran al timo adquieren
las caracteristicas fenotipicas de los linfocitos B residentes del timo, es decir,
aumentan la expresion de las moléculas MHC-Il, CD80 y CD86, y adquieren la

expresion de Aire (Yamano et al., 2015).
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Por otra parte, una observacion relevante que ha sido reportada en relacion con
el fenotipo de los linfocitos B timicos es que una proporcion significativa (15-30%)
realiza cambio de isotipo (no expresan IgD e IgM), mientras que normalmente los
linfocitos B de la periferia estdn compuestos principalmente por linfocitos B naive
IgD*IgM*. Aquello es inusitado, dado que esto se observa en ratones sin previa
infeccion o inmunizacion, sumado al hecho que el timo es un 6rgano linfoide
primario que no recibe antigenos mediante el sistema linfatico y no orquesta
respuestas adaptativas (Yamano et al. 2015; Perera et al. 2013; Perera et al.
2016). Dentro de los linfocitos B timicos con cambio de clase, se ha determinado
gue estos incluyen linfocitos B que expresan isotipos de las inmunoglobulinas IgG
e IgA, siendo la mas frecuente la IgG2b (Perera et al., 2016; Yamano et al., 2015).
Hay evidencia que sugiere que el cambio de isotipo en el timo seria estimulado
durante la presentacion de autoantigenos e interaccion con los linfocitos T
inmaduros. Por otro lado, en ratones deficientes de linfocitos T o cuyos linfocitos
B carecen de MHC-II se ve drasticamente reducidas la poblacion de linfocitos B
timicos IgD’IgM- con cambio de clase. Ademas, se ha demostrado que la
interaccibn CD40/CD40L entre los linfocitos T-B es necesaria tanto para que los
linfocitos B residentes del timo presenten el fenotipo caracteristico de
presentacion antigénica como para que ocurra el cambio de isotipo de los
linfocitos B en el timo (Akirav et al., 2011; Fujihara et al., 2014; Perera et al., 2016;

Yamano et al., 2015).
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En resumen, los linfocitos B convencionalmente sufren cambio de clase de Ig y
se diferencian en células de memoria en los organos linfoides secundarios
durante una respuesta inmune frente a algun antigeno externo. Sin embargo,
existe creciente evidencia que indica que los linfocitos B presentes en el timo
realizan cambio de isotipo de inmunoglobulina como resultado de su funcion local
en la seleccion timica, independiente de estimulos como infeccion o
inmunizacion. Por lo tanto, resulta importante dilucidar si en el timo ocurre un
proceso de diferenciacion de linfocitos B de memoria no convencional, y que
implicancia podria tener en el papel de la tolerancia central. En este trabajo nos
propusimos determinar si los linfocitos B timicos que realizan cambio de isotipo
recapitulan el fenotipo de los linfocitos B de memoria periféricos, y evaluamos si
la diferenciacién hacia células de memoria ocurre de forma independiente a la
exposicion de antigenos externos y por consecuente, la formacion de linfocitos B
de memoria en 6rganos linfoides periféricos, en respuesta a la interaccion con los

linfocitos T CD4* en desarrollo.
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2. HIPOTESIS

Clasicamente, los linfocitos B de memoria se generan en los drganos linfoides
secundarios en respuesta a antigenos externos. Sin embargo, diversos trabajos
en la literatura han descrito que los linfocitos B presentes en el timo de ratones
sin infeccién ni inmunizaciones previas presentan un fenotipo de memoria,
exhibiendo un aumento de la expresion de marcadores de activacion y también
cambio de isotipo de inmunoglobulina. Ademas, han propuesto que la interaccion
entre los linfocitos B-T promueve el cambio de isotipo y el fenotipo activado que
presentan los linfocitos B timicos. Basado en estos antecedentes, en este trabajo

Se propuso que:

“Los linfocitos B presentes en el timo expresan caracteristicas fenotipicas
de memoria de manera independiente a la activacion por antigenos
externos, promovido por la interaccién con los linfocitos T CD4* en

desarrollo”
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Evaluar el fenotipo de memoria en los linfocitos B timicos, y estudiar si la
exposicién a antigenos externos y la interaccion con los timocitos influye en la

formacién de linfocitos B de memoria en el timo.

3.2 Objetivos especificos

1. Analizar la expresion de marcadores de superficie asociados a células de
memoria periféricas en los linfocitos B presentes en el timo.

2. Evaluar la frecuencia de linfocitos B de memoria timicos en ratones tratados
con antibidticos perinatalmente bajo condiciones de esterilidad.

3. Evaluar la adquisicion del fenotipo de memoria en linfocitos B del timo asociada
con la edad.

4. Evaluar la influencia de la interaccion entre los linfocitos B y los timocitos en la

diferenciacion de los linfocitos B timicos hacia células de memoria.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Materiales

4.1.1 Ratones

Ratones de la cepa C57BL/6 (B6) y BALBcj de aproximadamente 6 semanas de
edad se obtuvieron para los experimentos de la caracterizacién del fenotipo de
los linfocitos B de érganos linfoides periféricos y del timo. Para los experimentos
de parabiosis, se unieron quirdrgicamente ratones C57BL/6 (CD45.2) y B6.SJL-
PtprcaPepch/BoyJ (B6.SJL CD45.1) congénicos. Para el tratamiento con
antibioticos perinatal se utilizaron ratones C57BL/6 de aproximadamente 6
semanas de edad los cuales se separaron en los grupos control y tratado. Por
ualtimo, para evaluar la frecuencia de los linfocitos B del timo asociada a la edad
se utilizaron ratones C57BL/6, los cuales fueron separados segun los siguientes
grupos etarios: neonatal (0 — 7 dias), jovenes (2 — 12 semanas), adultos (3 — 9
meses), mediana edad (10 — 14 meses) y viejos (>18 meses). Los ratones fueron
obtenidos de Jackson Laboratory (Bar Harbor, USA) y se mantuvieron bajo
condiciones libres de patdgenos especificos (SPF) en el bioterio de la Fundacion
Ciencia y Vida (Santiago, Chile). Los animales fueron sacrificados mediante la
exposicion a dioxido de carbono (COz). Este trabajo se encuentra en acuerdo con
las normas institucionales del Centro Cientifico y Tecnologico de Excelencia

Ciencia & Vida.
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4.1.2 Anticuerpos para citometria de flujo

Para la caracterizacion de los linfocitos B y sus subpoblaciones se utilizaron los
siguientes anticuerpos monoclonales conjugados a fluorocromos: GL7-FITC
(clon GL7, BioLegend), PD-L2-PE (clon TY25, BioLegend), CD73-APC (clon
TY/11.8, BioLegend), CD21/35-BV421 (clon 7Ea, BioLegend), B220-BV510 (clon
RA3-6B2, BioLegend), IgD-BV650 (clon 11-2bc.2a, BioLegend), CD19-BV711
(clon 6D5, BioLegend), IgG2b-FITC (clon RMG2b-1, BioLegend), IgA-PE (clon
mA-6E1, Invitrogen), IgM-PE Cy7 (clon RMM-1, BioLegend), CD45.1-PE Cy7
(clon A20, BioLegend), CD45.2-APC (clon 104, BioLegend) y GL-7-APC (clon
GL-7, BioLegend). Ademas, se utilizé el anticuerpo monoclonal CD16/CD32 (Fc

Block) (clon 93, BioLegend).

4.1.3 Antibidticos

Para el tratamiento con antibioticos perinatales se us6: Ampicilina (US Biological)
(Img/mL), Vancomicina (PhytoTech Lab) (0,5 mg/mL), Neomicina (PhytoTech

Lab) (1mg/mL), y Metronidazol (Cayman Chemical) (1mg/mL).
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4.2 Métodos

4.2.1 Aislamiento de células de bazo, timo, ganglio mesentérico, y placas de

Peyer

Para la obtencion de células del bazo, se extrajo el bazo del raton y se perfundié
con 10mL de RPMI + 10% SFB para obtener una suspension celular. Esta
suspension se centrifugd a 600 x g durante 7 minutos a 4°C y el pellet se
resuspendido en 2mL de buffer de lisis de globulos rojos (RBC Lysis Buffer,
BioLegend) y se incubd durante 5 minutos en hielo. Las células se lavaron con

10 mL de RPMI + 10% SFB y se resuspendieron en el mismo medio.

Para la obtencién de las células del timo y del 6rgano linfoide mesentérico (MLN
por Mesenteric Lymph Node), estos se extrajeron y colectaron en 0,5 mL de RPMI
+ 10% SFB. Se disgregaron mecanicamente con un homogenizador de tejidos
manual. La suspension celular se filtré por una malla metalica de 90um lavando
la malla con RPMI + 10% SFB hasta completar un volumen total de 5 mL. Luego
se centrifugé a 600 x g durante 7 minutos a 4°C y el pellet de células se

resuspendio en el mismo medio.

Para la obtencion de las células de las Placas de Peyer (PP por Peyer’s patches),
se extrajo el intestino delgado y se recibié en una placa Petri con PBS frio. Se
disectaron 6-8 PP a lo largo del intestino delgado y se disgregaron

mecanicamente con un homogenizador de tejido manual. La suspension celular
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se filtr6 por una malla metélica de 90um lavando la malla con RPMI + 10% SFB
hasta completar un volumen total de 5 mL. Luego se centrifugd a 600 x g durante

7 minutos a 4°C y el pellet de células se resuspendié en el mismo medio.

Para determinar el nimero de células obtenido, se tomd6 una alicuota de la

suspension celular y se contaron las células en una camara de Neubauer,

utilizando tincién de azul tripan para evaluar la viabilidad celular.

4.2.2 Anélisis de moléculas de superficie por citometria de flujo

La caracterizacion fenotipica de distintas poblaciones celulares se realizd por
citometria de flujo multiparamétrica. Para analizar un nimero representativo de
subpoblaciones de linfocitos B de cada tipo de drgano se usaron los siguientes
numeros de células por tincién: 2,5x10° de células de bazo, 2,5x10° de células
de MLN, 2,5x10°8 de células de PP, y 5x10°de células de timo. Las células se
lavaron en buffer FACS (PBS + 2% SFB) y se incubaron con un anticuerpo contra
CD16/32 (Fc Block) en buffer FACS durante 15 minutos a 4°C en oscuridad para
bloguear la union inespecifica de anticuerpos por receptores Fc. Posteriormente,
las células se incubaron con los respectivos anticuerpos fluorescentes para la
deteccién de moléculas de superficie en buffer FACS durante 25 minutos a 4°C
en oscuridad. Finalmente, las células se lavaron con 900mL de buffer FACS, se
centrifugaron a 600 x g por 7 minutos, y se resuspendieron en 300uL de buffer

FACS. Para descartar las células muertas se afiadié a cada muestra yoduro de
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propidio (PI) a una concentracion de 1,6ug/mL. Las células fueron analizadas en
un citbmetro FACSAria Ill (BD Biosciences) y los datos de citometria se

analizaron con el programa FlowJo v10.4 (Tree Star, Inc).

4.2.3 Cirugia de parabiosis

La cirugia de parabiosis se realiz6 en ratones hembras C57BL/6 CD45.1 y
CD45.2. Cada pareja se puso a convivir en misma caja durante dos semanas
antes de la operacion para disminuir la probabilidad de agresion entre ellas. Para
la cirugia, los ratones fueron anestesiados con avertin (2,2,2-Tribromoetanol,
Sigma Aldrich) (250mg/kg) administrado via intraperitoneal. Los ratones fueron
rasurados a lo largo de los flancos opuestos para realizar una incision longitudinal
en la piel desde el codo hasta la rodilla. La piel se separé del tejido conectivo
para dejar aproximadamente 1cm de piel libre. Se unieron los ratones con suturas
no absorbibles en las articulaciones del codo y rodilla, y la piel se unié usando
clips quirtrgicos y suturas con doble nudo en las zonas del codo y rodilla. Durante
y posterior al procedimiento, la temperatura corporal de los animales se mantuvo
controlada mediante una almohadilla. Los ratones recibieron Tramadol (50mg/kg)

via subcutanea como método analgésico antes de iniciar la cirugia.

4.2.4 Tratamiento con antibidticos perinatal

Para establecer un modelo con una reducida colonizacién de la microbiota

comensal, se realizd un tratamiento perinatal con un coctel de los siguientes
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antibioticos: Ampicilina (1mg/mL), Vancomicina (0,5 mg/mL), Neomicina
(Img/mL), y Metronidazol (1 mg/mL) disueltos en agua potable autoclavada,
segun ha sido reportado anteriormente en la literatura (Li et al. 2017; Lamousé-
Smith et al. 2011; Deshmukh et al. 2014; Gonzalez-Perez et al. 2016). El coctel
de antibioticos se comenzo a dar a ratonas prefiadas cinco dias antes de la fecha
probable de parto y se continué con su administracion durante el periodo de
lactancia y destete. Las crias se mantuvieron con el céctel de antibidticos durante
seis semanas, momento en que fueron sacrificadas para el analisis. Un grupo
control recibié agua autoclavada durante todo el experimento. Ambos grupos de
experimentacion se mantuvieron en jaulas con un sistema de ventilacion con filtro
Hepa, y agua y alimento autoclavados para minimizar la exposicion a antigenos

ambientales.

4.2.5 Cuantificacion de bacterias mediante citometria de flujo

El efecto de los antibidticos en el nimero de bacterias intestinales se midié por
citometria de flujo. Las bacterias presentes en muestras fecales frescas, fueron
cuantificadas con el reactivo Syto~ BC green flourescent nucleic acid stain
(Invitrogen). Heces frescas fueron colectadas en PBS estéril y pesadas. Las
heces se disgregaron con vortex durante 10 minutos y luego se centrifugaron a
800 x g por 5 minutos a temperatura ambiente. El sobrenadante obtenido se
traspaso a tubos estériles para proceder a realizar diluciones seriadas en PBS. A

1mL de cada muestra se les agregd 1ulL de SytoBC y se incubaron durante 15

21


https://paperpile.com/c/7q2P8o/zi2m+dG0Q+z6Gl+AW9R
https://paperpile.com/c/7q2P8o/zi2m+dG0Q+z6Gl+AW9R

minutos a 37°C. Luego, se les agregaron 25uL de las beads para recuento celular
por citometria (Precision Count Beads, Biolegend) que se encontraban a una
concentracion de 1,01x10° bead/mL. Las muestras se adquirieron en un
analizador FACSCanto Il (BD, Bioscience). Las bacterias muertas fueron
excluidas del analisis utilizando yoduro de propidio (Sigma Aldrich) a una

concentracion de 3ug/mL.

4.2.6 Andlisis estadistico

Para el andlisis estadistico, todos los datos se sometieron a una prueba de
normalidad Shapiro-Wilk. Para el andlisis entre dos grupos se utilizé una prueba-
t de Student de dos colas no pareado (prueba paramétrica) o la prueba Mann-
Whitney (no paramétrico) segun el resultado de la prueba de normalidad. Para
comparaciones entre mas de dos grupos, las diferencias estadisticas se
calcularon con un ANOVA de una via seguido por una prueba de comparacién
multiple de Tukey (pruebas paramétricas). Cuando uno o mas de los grupos no
siguieron una distribucion normal se realiz6 una prueba ANOVA Kruskall-Wallis
seguido por una prueba de comparacion multiple de Dunn. Los resultados se

muestran con todos los puntos de experimentacion.

Para el analisis estadistico del cambio de frecuencia y numero de poblaciones de

linfocitos B asociados a la edad, se elaboraron gréaficos de correlacion, donde se

muestra el coeficiente de determinaciéon R? y el valor de probabilidad (p). Si los
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datos eran normales se realiz6 una correlacion de Pearson, mientras que si los
datos no seguian una distribucion normal, se realizd6 una correlacion de

Spearman. En los graficos de correlacion, cada punto representa un ratén.

Todos los analisis estadisticos se realizaron con intervalos de confianza de un
95%. Los valores exactos de probabilidad p <0.05 significativos se muestran en
cada figura. Los analisis estadisticos se realizaron mediante el programa
GraphPad Prism 8.1.0 (GraphPad Software, San Diego, CA). Los detalles de la

estadistica usada se pueden encontrar en las leyendas de las figuras.
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5. RESULTADOS

5.1 El timo contiene una proporcién significativa de linfocitos B que han

realizado cambio de isotipo de inmunoglobulina

Estudios recientes muestran que los linfocitos B del timo exhiben un fenotipo
activado, y que una proporcibn ha realizado cambio de isotipo de
inmunoglobulina lo cual sugiere que se han activado y diferenciado a linfocitos B
de memoria. Sin embargo, no se ha esclarecido si esta poblacién recapitula otras
caracteristicas fenotipicas asociadas a linfocitos B de memoria convencionales
que se encuentran en los 6rganos linfoides secundarios. Nuestro primer objetivo
fue analizar la expresion de marcadores asociados a células de memoria en los
linfocitos B de timo de ratones C57BL/6. Para ello, también se analiz6 el fenotipo
de los linfocitos B en el bazo como control de lo observado en un érgano linfoide
secundario, y en las placas de Peyer (PP), dado que son estructuras linfoides
asociadas al intestino donde ocurre una activacion basal de los linfocitos B en
respuesta a antigenos de la dieta y de la microbiota intestinal (Reboldi & Cyster
2016; Reboldi et al. 2016). En primera instancia, analizamos la expresion de las
inmunoglobulinas IgD e IgM, que permiten identificar a los linfocitos B naive
(IgD*1IgM™), linfocitos B de memoria IgM* sin cambio de clase y los linfocitos B de
zona marginal (ambos IgD’IgM*), y los linfocitos B de memoria que han realizado
cambio de clase (IgD’IgM"). Corroboramos que, en condiciones homeostaticas,
los linfocitos B del bazo poseen una proporcion baja de linfocitos B con cambio

de clase, mientras que esta poblacion es mayor en las PP. Importantemente, los
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linfocitos B timicos presentan una frecuencia de linfocitos B IgDIgM-
significativamente mayor en comparacion con el bazo y las PP (Fig. 1 A-B).
Ademas, observamos que tanto en bazo y timo, cerca de un 25% de los linfocitos
B son IgDlgM*, mientras que en las PP representan una poblacién minoritaria.
Dado que el bazo se caracteriza por contener una poblacién abundante de
linfocitos B de zona marginal, también evaluamos los marcadores CD21/CD23
para discriminar entre linfocitos B foliculares (CD21/35*CD23*), que recirculan e
inician una respuesta de memoria frente al antigeno, y los linfocitos B de zona
marginal (IgD’IgM*CD21/35*CD23"), los cuales participan en respuestas rapidas
mediadas por IgM y no generan memoria (Allman & Pillai 2008; Martin & Kearney
2002). Observamos que los linfocitos B IgM* en el bazo corresponden tanto a
células de la zona marginal (CD21/35*CD23") como linfocitos B de memoria IgM*
CD21/35CD23  (Fig. S1). En contraste, ninguna de las subpoblaciones de
linfocitos B timicos analizadas contienen células con fenotipo de linfocitos B de

zona marginal (Fig. S2).

El cambio de clase de inmunoglobulina permite que los linfocitos B de memoria 'y
células plasméticas expresen y secreten inmunoglobulinas de distintos isotipos
efectores como IgG, IgA e IgE. A continuacion, nos propusimos evaluar cuéales
isotipos son expresados por los linfocitos B que han realizado cambio de clase
en el timo. Mediante citometria, analizamos la expresion de dos isotipos
predominantes a nivel sistémico y en las mucosas: IgG2b e IgA. Observamos que

el timo contiene linfocitos B que expresan IgG2b* (~20%) e IgA* (~20%), similar
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a lo observado en los linfocitos B de las PP. En cambio, los linfocitos B IgD IgM-
de bazo contienen porcentajes significativamente menores de linfocitos B IgG2b*
e IgA*, sugiriendo que este 6rgano contiene linfocitos B de memoria que expresan
otros isotipos que no fueron determinados en este trabajo (Fig. 1 C-D). Estos
resultados muestran que, en ratones sin previa inmunizacion, el timo contiene
linfocitos B en el timo que han realizado cambio de clase, dentro de los cuales

una proporcién importante expresa IgG2b e IgA.
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Figura 1. Los linfocitos B timicos presentan un fenotipo de cambio de clase, y expresan
las inmunoglobulinas a IgG2b e IgA. (A-B) Gréficos de citometria de flujo representativos
y de frecuencia de linfocitos B naive (CD19*IgD*IgM*), IgM* (CD19*IgD-IlgM*), y cambio de
clase (CD19*IgD-IgM-) en bazo, PP y timo. (C-D) Gréficos de citometria de flujo y frecuencia
de linfocitos B IgG2b* e IgA* en bazo (n=6), PP (n=6), y timo (n=6). Cada raton se encuentra
representado por un punto. Las diferencias estadisticas se calcularon con una prueba
ANOVA de una via o con una prueba Kruskall-Wallis dependiendo del resultado de la prueba
de normalidad seguido por una prueba de comparacion midltiple segun corresponda. Se
muestran los valores exactos de probabilidad (p) significativos. PP, placas de Peyer; %,
frecuencia.
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5.2 Los linfocitos B del timo expresan los marcadores de memoria CD73 y

PD-L2

Un area que ha tenido considerable atencion en los Udltimos afios es la
identificacion de nuevos marcadores fenotipicos para definir y caracterizar
linfocitos B de memoria generados en respuesta a infeccion o inmunizacion. Una
gran proporcion expresa las moléculas CD73 y PD-L2 por separado, o co-
expresan ambas moléculas (Allie et al. 2019; Tomayko et al. 2010; Cancro &
Tomayko 2021). Con el objetivo de determinar si los linfocitos B del timo se
asemejan a los linfocitos B convencionales, analizamos mediante citometria de
flujo la expresion estas dos moléculas. En acuerdo con los resultados de la
expresion de inmunoglobulinas en ratones sin previa inmunizacion, los linfocitos
B de bazo en su mayoria carecen de la expresion de marcadores de memoria.
En comparacion, en las PP se observa una proporcién significativamente mayor
de células CD73*PD-L2" y CD73PD-L2*, lo cual es consistente con una
activacion continua y formacion de células de memoria en este sitio.
Interesantemente, en el timo encontramos una proporcion significativamente
mayor de linfocitos B de memoria CD73'PD-L2* y CD73*PD-L2* en comparaciéon
con el bazo y las PP (Fig. 2). En resumen, en condiciones homeostaticas el timo
contiene una subpoblacion de linfocitos B que ha realizado cambio de clase y

expresa marcadores fenotipicos de células de memoria.

28


https://paperpile.com/c/7q2P8o/UQQd+BeYT+3AYJ
https://paperpile.com/c/7q2P8o/UQQd+BeYT+3AYJ

A Gate B220*CD19*GL7-

Ilu; 1

PE - PD-L2 ——»

2 3 s o " > 1 3 3
3 " w v 0 3 " LU n w 13 " w 0 0

APC - CD73 >

40- p =<0.0001 8- p =0.0062
p=0.008 p=<0.0001 p=<0.0001 p=0.012

B ig

304

PDL2* (%)
N
@
CD73* (%)
&

10 5]
&0
O-—Q—v—.v— 0 * . .
Bazo PP Timo Bazo PP Timo
15+ p=<0.0001 _ p=<0001
§ mﬁl 120 p=<0.0001 p=<0.0001
5 o 100
& 104 - -
a S
E z 60 omg
E ¥ 40
© 20
i 0 . . .
Bazo PP Timo Bazo PP Timo

Figura 2. Subpoblaciones de linfocitos B timicos expresan los marcadores de memoria
CD73y PD-L2. (A-B) Gréficos de citometria de flujo representativos. (B) Frecuencia de los
linfocitos B CD73-PD-L2*, CD73*PD-L2-, CD73*PD-L2*, y CD73-PD-L2 en bazo (n=6), placas
de Peyer (n=6) y timo (n=6) de ratones C57BL/6 con una mes y medio de edad. Cada ratén
se encuentra representado por un punto. Las diferencias estadisticas se calcularon con una
prueba ANOVA de una via seguido por una prueba de comparacion multiple de Dunn. Se
muestran los valores exactos de probabilidad (p) significativos. PP, placas de Peyer; %,
frecuencia.



Al validar que los marcadores CD73 y PD-L2 efectivamente permiten distinguir
células naive versus memoria, hicimos un analisis méas fino para evaluar la
expresion de CD73 y PD-L2 en cada subpoblacion de linfocitos B: naive, IgM* de
memoria, e IgD’IgM- de cambio de clase en bazo, PP y timo. Encontramos que
cerca de un >90% de los linfocitos B naive en todos los 6rganos analizados no
expresan ninguno de los marcadores de memoria (Fig. 3A). En cambio, en los
linfocitos B IgM* de memoria y, en particular, los de cambio de clase en el timo 'y
PP se ve significativamente mas enriquecida la expresion de CD73 y PD-L2 (Fig.
3C-D). Estos resultados apoyan que la expresion de ambos marcadores esta
relacionada con la adquisicion de un fenotipo de memoria en los linfocitos B, tanto

en organos linfoides secundarios como en el timo.
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C Gate en linfocitos B de cambio de clase (B220*CD19*GL7-IgD'IgM")

Bazo PP Timo
2,13 2,13

PE - PD-L2 ——p

" a ﬁ'._.g-‘ Wi
FFE-ER 245 7.26
U I I A R w? . .
APC - CD73 >
< —~
59 120
£E5 100 -
() CD73*
sS 80 -
° ._g 60 [ cp73*PDL2
ﬁ [= H ppL2*
8 40 = oN
88 20
58 o0

Bazo PP Timo

Figura 3. Los linfocitos B IgM*y de cambio de clase expresan en mayor proporcion los
marcadores de memoria CD73 y PD-L2. Graficos de citometria de flujo representativos y
de frecuencia de expresion de los marcadores de memoria CD73 y PD-L2 en las
subpoblaciones: (A) naive (CD19*IgD*IgM*), (B) IgM* (CD19*IgD-IgM*), y (C) cambio de
clase (CD19*IgD"IgM-). PP, placas de Peyer; %, frecuencia.
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En el proceso de diferenciacion a células de memoria, los linfocitos B naive que
se activan en los organos linfoides secundarios forman estructuras llamadas
centros germinales, los cuales son compartimientos transitorios donde los
linfocitos B proliferan, maduran su afinidad por el antigeno y adquieren un
compromiso transcripcional hacia células de memoria o células plasmaticas
(Takemori et al. 2014). A continuacion, con el objetivo de determinar si la
activacion y diferenciacion de los linfocitos B en el timo ocurriria de forma local,
evaluamos la presencia de linfocitos B con un fenotipo IgD"GL-7* que permite
identificar a los linfocitos B de centro germinal. Encontramos que, en ratones sin
previa inmunizacion, es posible detectar linfocitos B con un fenotipo de centro
germinal IgD"GL-7* en bazo, PP y timo. De manera esperable, el bazo contiene
la menor proporcion de células GL-7* (~0.5%), mientras que tanto en las PP y el
timo esta poblacién es al menos 10 veces mayor (~4% y ~6%, respectivamente)
(Fig. 4). Esta observacion es consistente con nuestros resultados anteriores que
sefialan una mayor formacion basal de linfocitos B de memoria en timo y PP. Es
importante destacar que en la estrategia de los andlisis de las poblaciones de
linfocitos B de memoria se excluyeron los linfocitos B de centro germinal IgD"GL-
7* por ser un estadio de diferenciacion anterior a la formacion de linfocitos B de

memoria.
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Figura 4. El timo contiene una alta frecuencia de linfocitos B que expresan el marcador
de centro germinal GL-7*. (A) Graficos de citometria de flujo representativos de linfocitos B
de centros germinales (CD19*lgD-GL7*) en bazo (n=6), placas de Peyer (n=6) y timo (n=6)
de ratones C57BL/6. (B) Gréfico de frecuencia de los linfocitos B GL7*. Cada ratdén se
encuentra representado por un punto. Para el andlisis estadistico se realiz6 una prueba
Kruskall-Wallis para datos sin distribucion normal seguido por una prueba de comparacion
multiple de Dunn. Se muestran los valores exactos de probabilidad (p) significativos. PP,
placas de Peyer.
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Finalmente, nos parecio relevante responder si la formacion de linfocitos B de
memoria en el timo es un fenbmeno general, independiente de la cepa del raton.
Las dos cepas mas usadas para estudios del sistema inmune son las cepas
C57BL/6 y BALBc. Estas cepas con fondo genético distinto poseen diferencias
en el tipo y magnitud de la respuesta adaptativa celular y humoral en respuesta
a patégenos (Trunova et al. 2011; Yagi et al. 2006; Ferreira et al. 2018).
Evaluamos los marcadores de memoria anteriormente utilizados en ratones
BALBc de la misma edad. En acuerdo con datos de la literatura, nuestros
resultados muestran que los ratones BALBc presentan una mayor frecuencia de
linfocitos B de memoria en todos los 6rganos, en comparacion con los ratones
C57BL/6 (Pellegrini et al. 2007). Aun asi, encontramos una clara consistencia con
lo observado en ratones C57BL/6. ElI timo contiene un porcentaje
significativamente mayor linfocitos B que han realizado cambio de clase (gD IgM-
)y que expresa las inmunoglobulinas IgG2b e IgA, en comparacion con el bazo.
Interesantemente, en comparacion con la cepa C57BL/6, las PP de ratones
BALBc contiene una mayor proporcion de células con cambio de clase,
presentando una frecuencia similar a lo observado en el timo (Fig. 5).
Similarmente, observamos que los linfocitos B del timo fueron los que presentan
una mayor proporcion de linfocitos B con un fenotipo de memoria CD73*PD-L2-
en comparacion con el bazo. Ademas, similar a lo que ocurre en la cepa C57BL/6,
el timo contiene una proporcion significativamente mayor de linfocitos B CD73"

PD-L2*y CD73*PD-L2* en comparacion con el bazo y las PP (Fig. 6).
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Figura 5. Los linfocitos B timicos de ratones BALBc presentan una alta frecuencia de
cambio de clase a IgG2b e IgA. (A-B) Gréficos de citometria de flujo representativos y de
frecuencia de los linfocitos B naive (CD19*IgD*IgM*), IgM* (CD19*IgD"IgM*), y de cambio de
clase (CD19*IgD'IgM-) en bazo (n=6), placas de Peyer (n=6), y timo (n=6) de ratones BALBc.
(C-D) Graficos de citometria de flujo y de frecuencia de los linfocitos B 1gG2b* e IgA*. Cada
raton se encuentra representado por un punto. Las diferencias estadisticas se calcularon con
una prueba ANOVA de una via o con una prueba Kruskall-Wallis dependiendo del resultado
de la prueba de normalidad seguido por una prueba de comparaciéon miltiple segun
corresponda. Se muestran los valores exactos de probabilidad (p) significativos. PP, placas

de Peyer; %, frecuencia.
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Figura 6. Los linfocitos B timicos de ratones BALBc expresan marcadores de memoria
CD73y PD-L2. (A-B) Gréficos de citometria de flujo representativos y de la frecuencia de los
linfocitos B CD73-PD-L2*, CD73*PD-L2-, CD73*PD-L2*, y CD73-PD-L2- en bazo (n=6), placas
de Peyer (n=6) y timo (n=6) de ratones BALBc con una mes y medio de edad. Cada raton se
encuentra representado por un punto. Las diferencias estadisticas se calcularon con una
prueba ANOVA de una via seguido por una prueba de comparacion multiple de Dunn. Se
muestran los valores exactos de probabilidad (p) significativos. PP, placas de Peyer; %,
frecuencia.
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5.3 Los linfocitos B adquieren el fenotipo de cambio de clase de manera

local en el timo

Habiendo demostrado la presencia de linfocitos B de memoria y el estadio previo
de linfocitos B de centro germinal en el timo, nos propusimos evaluar si la
diferenciacion a células de memoria ocurre de manera local o si provienen de la
migracion de linfocitos B IgD’IgM- previamente diferenciados en 6rganos linfoides
periféricos hacia el timo. Para ello, usamos un modelo de parabiosis donde se
une quirdrgicamente la circulacion periférica de dos ratones congénicos que
expresan isoformas distintas de la proteina CD45 en las células hematopoiéticas
(CD45.1 y CDA45.2, respectivamente). Posterior a la cirugia, comparamos el
fenotipo de los linfocitos B provenientes del parabionte que migraron al bazo con
los que migraron al timo (Fig. 7A). Primero, corroboramos que las células
linfoides CD45.1 y CD45.2 se equilibraron en la circulacion en ambos ratones de
las parejas parabiontes (Fig. 7B). Al evaluar en el bazo el fenotipo de los linfocitos
B provenientes del ratén parabionte, observamos que los linfocitos B son
principalmente IgD*IgM* presentando un fenotipo similar al observado en los
linfocitos B del huésped (Fig. 7C,E). Interesantemente, dentro de los linfocitos B
del parabionte que migran al timo, aproximadamente un tercio realiza cambio de
isotipo recapitulando el fenotipo de los linfocitos B enddgenos (Fig. 7D,E). Este
resultado sugiere que una proporcion constante de los linfocitos B se diferencian

hacia células de memoria localmente en el timo.
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Figura 7. Los linfocitos B sufren cambio de clase de inmunoglobulina a través de un
proceso local en el timo. (A) Modelo de parabiosis donde un raton CD45.1* se unié
quirargicamente a un ratén CD45.2*. (B) Graficos de citometria de flujo representativo para
determinar el origen de las células (endégenas o del parabionte) usando los anticuerpos
CD45.1y CD45.2. (C) Gréficos de citometria de flujo representativos de linfocitos B CD45.1/2
naive, de cambio de clase e IgM en el bazo del ratén CD45.1. (D) Graficos de citometria de
flujo de linfocitos B CD45.1/2 naive, de cambio de clase e IgM en el timo del ratén CD45.1.
(E) Gréfico de frecuencia de linfocitos B IgD-IgM- de bazo y timo en los ratones huésped y
donante. Las diferencias estadisticas se calcularon con una prueba ANOVA de una via
seguido por una prueba de comparacién multiple de Dunn. Se muestran los valores exactos
de probabilidad (p) significativos. %, frecuencia.
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5.4 Los linfocitos B de memoria timicos no dependen significativamente de

la exposicidon a antigenos externos

Nuestros resultados del primer objetivo sefialan que los linfocitos B presentan un
fenotipo de memoria de manera local en el timo y sugieren que ocurre de forma
basal sin requerir estimulacion de antigenos externos. Por lo tanto, quisimos
evaluar como se ven afectada la poblacion de linfocitos B de memoria en el timo
respecto de los 6rganos linfoides periféricos como bazo, el ganglio mesentérico
(MLN), y PP en un modelo con menor exposicion a antigenos de la microbiota
intestinal. Usamos un modelo de tratamiento con antibioticos perinatales donde
se administro un coéctel de antibidticos via oral a hembras prefiadas y luego a las
crias hasta cumplir ocho semanas de vida (Fig. 8A). Confirmamos que el
tratamiento redujo significativamente el nimero de bacterias intestinales (Fig.
8B), mientras que el peso corporal de los ratones no se vio afectado por el

tratamiento con antibidticos (Fig. 8C).
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Figura 8. El tratamiento con antibi6ticos desde el desarrollo perinatal reduce el nUmero
de bacterias comensales en heces. (A) Esquema del tratamiento con antibiéticos perinatal
en ratones C57BL/6. (B) Cuantificacién de bacterias fecales mediante citometria de flujo en
grupo control (n=9) y grupo con antibiéticos (n=17). (C) Peso corporal (gr) de los ratones
controles y tratados con dos meses de tratamiento. Cada raton se encuentra representado
por un punto. Las diferencias estadisticas se calcularon con una prueba-t no pareada o Mann-
Whitney segun el resultado de la prueba de normalidad. Se muestran los valores exactos de
probabilidad (p) significativos. Abx, antibiéticos; MLN, ganglio mesentérico; PP, placas de
peyers.
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Se ha observado que la administracién prologada de antibiéticos puede causar
la disminucion en el nimero total de células de algunos érganos linfoides como
el bazo, aunque los principalmente afectados son los érganos asociados al
intestino (Kennedy et al. 2018). En primera instancia, analizamos el efecto del
tratamiento con antibiéticos sobre el nimero de células totales, y frecuencia y
namero absoluto de linfocitos B de bazo, timo, MLN y PP. De manera esperable,
encontramos una reduccion significativa en la celularidad del MLN y PP, que son
tejidos linfoides asociados al intestino, mientras que en bazo no se observan
diferencias. Interesantemente, el numero total de células del timo aumenta

levemente en el grupo tratado con antibiéticos (Fig. 9).
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Figura 9. Reduccién del numero de células totales en las placas de Peyer y ganglio
mesentérico en respuesta a la disminucion de los antigenos intestinales provenientes
de la microbiota. Datos de recuento celular obtenidos mediante microscopia 6ptica de (A)
bazo, (B) ganglio mesentérico, (C) placas de Peyer, y (D) timo del grupo control (n=9) y grupo
con antibiéticos (n=17). Cada ratén se encuentra representado por un punto. Las diferencias
estadisticas se calcularon con una prueba-t no pareada o Mann-Whitney segun el resultado
de la prueba de normalidad. Se muestran los valores exactos de probabilidad (p)
significativos. Abx, antibioticos; MLN, ganglio mesentérico; PP, placas de Peyer.
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Al analizar los linfocitos B B220*CD19* se observa una disminucion en el numero
de los linfocitos B del ganglio mesentérico y de las placas de Peyer en el grupo
tratado con antibidticos, mientras que los linfocitos B en el timo y bazo no

presentan diferencias significativas (Fig. 10).
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Figura 10. La frecuencia y el numero de los linfocitos B timicos totales timicos no se
ven afectados por la reduccién en la microbiota Efecto del tratamiento con antibiéticos
perinatal en la frecuencia (A) y numero (B) de los linfocitos B totales (B220*CD19*) de bazo,
ganglio mesentérico, placas de Peyer y timo en el grupo control (n=9) y grupo con antibiéticos
(n=17). Cada raton se encuentra representado por un punto. Las diferencias estadisticas se
calcularon con una prueba-t no pareada o Mann-Whitney segun el resultado de la prueba de
normalidad. Se muestran los valores exactos de probabilidad (p) significativos. Abx,
antibioticos; MLN, ganglio mesentérico; PP, placas de Peyer; %, frecuencia; #, nUmero.
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Al evaluar el efecto de la reduccion de la microbiota intestinal en los linfocitos B
de cambio de clase IgDIgM-, observamos que el timo presenta una leve
reduccion en la frecuencia, sin embargo, el nimero total se mantuvo constante.
En contraste, el nimero de los linfocitos B IgD’IgM- se ve fuertemente reducido
en MLN y PP (Fig. 11). Al analizar especificamente el cambio de clase a las
inmunoglobulinas IgG2b e IgA, observamos una reduccion de la frecuencia y
namero de los linfocitos B 1IgG2b* en bazo, MLN y PP. En estos érganos también
observamos una disminucion significativa en el nimero de linfocitos B IgA*. En
el timo solo se redujo levemente la frecuencia y el nimero de los linfocitos B IgA*
en respuesta a la reduccion de la microbiota, mientras que la poblacion 1gG2b*

no se vio afectada (Fig. 12).
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Figura 11. La reduccién de la microbiota intestinal produce una disminucién del
numero de los linfocitos B con cambio de clase totales en el ganglio mesentérico y en
las placas de Peyer. Frecuencia (A) y numero (B) de los linfocitos B de cambio de clase
(IgD’lgM-) de bazo, ganglio mesentérico, placas de Peyer y timo en el grupo control (n=9) y
grupo con antibiéticos (n=17). Cada ratén se encuentra representado por un punto. Las
diferencias estadisticas se calcularon con una prueba-t no pareada o Mann-Whitney segin
el resultado de la prueba de normalidad. Se muestran los valores exactos de probabilidad (p)
significativos. Abx, antibidticos; MLN, ganglio mesentérico; PP, placas de Peyer; %,
frecuencia; #, nimero.
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Figura 12. Cambios en la frecuencia y del numero de los linfocitos B IgG2b* e IgA* en
bazo, MLN, placas de Peyer, y timo en respuesta a la reduccidon de la microbiota
intestinal. Frecuencia y niamero de los linfocitos IgG2b* e IgA* en bazo (A-B), ganglio
mesentérico (C-D), placas de Peyer (E-F), y timo (G-H) en el grupo control (n=9) y grupo con
antibiéticos (n=17). Cada ratén se encuentra representado por un punto. Las diferencias
estadisticas se calcularon con una prueba-t no pareada o Mann-Whitney segun el resultado
de la prueba de normalidad. Se muestran los valores exactos de probabilidad (p)
significativos. Abx, antibidticos; MLN, ganglio mesentérico; PP, placas de Peyer; %,
frecuencia; #, nimero.
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Consistentemente, al comparar la frecuencia y el nimero de los linfocitos B de
memoria CD73*PDL2*, CD73'PD-L2*, y CD73*PD-L2" observamos que en el
bazo del grupo tratado con antibioticos disminuye la frecuencia y el nUmero total
de los linfocitos B CD73*PD-L2* (Fig. 13A). En MLN y PP, nuevamente se ve una
reduccion drastica en el nimero de las tres poblaciones de memoria analizadas
(Fig. 13B-C). Interesantemente, el timo, si bien se encontré una reduccion en la
frecuencia de los linfocitos B CD73*PD-L2*y CD73PD-L2*, el nimero absoluto
de las poblaciones de memoria no se ven afectados por el tratamiento (Fig. 13D).
En conjunto, estos resultados sugieren que, a diferencia de la formaciéon de
memoria en la periferia, la diferenciacion de linfocitos B de memoria en el timo no
es significativamente modulada por la exposicion a antigenos exégenos, como lo

son los antigenos intestinales.
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Figura 13. Lareduccidn de la microbiota intestinal no afecta el namero de los linfocitos
B de memoria que expresan CD73 y PD-L2 en el timo. Frecuencia y nimero de los
linfocitos B CD73-PD-L2*, CD73*PD-L2", y CD73*PD-L2* en bazo (A-B), ganglio mesentérico
(C-D), placas de Peyer (E-F), y timo (G-H) en los grupos control (n=9) y antibiéticos (n=17).
Cada ratdon se encuentra representado por un punto. Las diferencias estadisticas se
calcularon con una prueba-t no pareada o Mann-Whitney segun el resultado de la prueba de
normalidad. Se muestran los valores exactos de probabilidad (p) significativos. Abx,
antibiéticos; MLN, ganglio mesentérico; PP, placas de Peyer; %, frecuencia; #, nimero.
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5.5 La diferenciacion de los linfocitos B timicos comienza en la etapa

neonatal y antecede alaformacién de linfocitos B de memoriaen la periferia

Los resultados presentados anteriormente permiten hipotetizar que, de manera
basal, existen sefales en el timo que promueven la diferenciacion de linfocitos B
de memoria siendo un proceso independiente de la formacion de memoria
periférica. Por esta razén, quisimos evaluar si la diferenciacion de linfocitos B de
memoria en el timo ocurre en las etapas tempranas de vida, previo al desarrollo
de respuestas adaptativas en la periferia. Para ello, hicimos un seguimiento de
los linfocitos B IgG2b* e IgA* en el bazo y timo en ratones neonatos de los tres a
seis dias de vida. Observamos que ambas poblaciones de linfocitos B son
practicamente indetectables en el bazo de los ratones neonatos.
Interesantemente, en el timo los linfocitos B 1IgG2b* e IgA* son detectados a partir
de los cuatro dias de nacidos, presentando frecuencias significativamente
mayores en comparacion con los linfocitos B del bazo durante la etapa neonatal
(Fig. 14 A-B). En ambas poblaciones IgG2b* e IgA* observamos una correlacion
positiva entre la edad y la frecuencia de esas células en el timo, mientras que en
el bazo solo la poblacién IgG2b* aumenta de manera edad-dependiente (Fig.
14C). Nuestros resultados muestran que, en el timo, la diferenciacion de células
de memoria con cambio de clase a IgG2b e IgA comienza a ocurrir
tempranamente durante los primeros dias de vida, incluso antes de que este

proceso sea detectable en érganos linfoides secundarios como el bazo. Esto
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nuevamente apoya que corresponde a un proceso independiente de la formacion

de memoria convencional en la periferia.
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Figura 14. Los linfocitos B timicos IgG2b* e IgA* son detectados en los primeros dias
de vida. (A) Gréaficos de citometria de flujo representativos de la frecuencia de los linfocitos
B IgG2b* e IgA*. Gréficos de frecuencia (B) y de correlacién (C) en ratones neonatos con 3 a
6 dias de nacidos. Cada ratén se encuentra representado por un punto. Las diferencias
estadisticas de cada dia se calcularon con una prueba-t maltiple mientras que los valores de
R?y de probabilidad se calcularon con una prueba de correlacién de Pearson o Spearman
segun el resultado de sus pruebas de normalidad. Se muestran los valores exactos de
probabilidad (p) significativos. (p < 0.05 *), datos significativos.
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5.6 Laacumulacion progresiva de los linfocitos B de memoria en la periferia

durante el envejecimiento no se ve reflejada en el timo

Durante el envejecimiento, ocurre una acumulacion progresiva de linfocitos B de
memoria en la circulacion y érganos linfoides secundarios como resultado de una
exposicion continua a diferentes antigenos externos (Scholz et al. 2013). Por ello,
quisimos analizar de manera longitudinal la proporcion de linfocitos B con cambio
de clase de Ig y subpoblaciones de memoria definidas mediante la expresion de
CD73 y PD-L2 en bazo y timo de ratones, los cuales se dividieron en los
siguientes grupos etarios: neonatos (3 — 6 dias), jovenes (2 — 12 semanas),
adultos (3 — 9 meses), mediana edad (10 — 14 meses) y viejos (>18 meses). En
la figura 15 se muestra que durante el envejecimiento, en el bazo se observa un
aumento progresivo en el numero de los linfocitos B con cambio de clase a IgG2b
e IgA, alcanzando el mayor numero de ambas inmunoglobulinas en ratones
viejos. En cambio, en el timo no se ve una correlacién entre los linfocitos B IgG2b*
e IgA* y la edad, por el contrario, su nimero presenta una disminucién durante la
vejez. Interesantemente, el timo durante la etapa neonatal y juvenil de los ratones
contiene un mayor numero total de linfocitos B IgG2b* e IgA* en comparacién con
el bazo mientras que en edades posteriores el bazo alberga un mayor nimero de

linfocitos B IgG2b™* e IgA* (Fig. 15B).
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Figura 15. Los linfocitos B timicos IgG2b* e IgA* no se acumulan durante el
envejecimiento. Graficos de frecuencia (A) y nimero (B) de linfocitos B IgG2b* e IgA* de
bazo y timo de ratones neonatos (3 — 6 dias), jovenes (2 — 12 semanas), adultos (3 — 9
meses), mediana edad (10 — 14 meses) y viejos (>18 meses). Los valores de R2y de
probabilidad se calcularon con una prueba de correlacion de Pearson o Spearman segun el
resultado de sus pruebas de normalidad. Se muestran los valores exactos de probabilidad
(p) significativos. (p < 0.05 *), datos significativos.
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El timo sufre un proceso fisiologico de involucion durante el envejecimiento
caracterizado por una reduccion de su tamafio y celularidad. Dado que estas
alteraciones podrian incidir en los cambios observados en los animales viejos,
también analizamos el porcentaje y numero total de linfocitos B de bazo y timo
en todas las edades. Efectivamente, observamos una reduccion en el numero de
células en el timo de ratones envejecidos (Fig. 16A). Asociado a esto, se observa
gue el nimero de linfocitos B timicos disminuye en ratones viejos, mientras que
su frecuencia relativa aumenta, probablemente debido a la pérdida abrupta de
timocitos durante el proceso de involucion timica (Aspinall & Andrew 2000;
Thomas et al. 2020) (Fig. 16A-C). Estos resultados indican que los cambios
observados en el niumero de los linfocitos B IgG2b* e IgA* timicos reflejan lo que
ocurre con el numero de linfocitos B totales B220*CD19* en el timo durante el
proceso de involucion (Fig. 16C). En bazo, la frecuencia y el numero de los
linfocitos B totales se mantuvieron constantes en todos los grupos etarios a
diferencia de la acumulacién observada en las poblaciones de cambio de clase

durante el envejecimiento (Fig. 16A-B).
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Figura 16. El nUmero de linfocitos B timicos B220*CD19* disminuyen en ratones viejos.
Gréficos de frecuencia (A) y numero (B) de linfocitos B B220*CD19* de bazo y timo de ratones
neonatos (3 — 6 dias), jévenes (2 — 12 semanas), adultos (3 — 9 meses), mediana edad (10
— 14 meses) y viejos (>18 meses). (C) Grafico de nimero de linfocitos B totales timicos. Los
valores de R?y de probabilidad se calcularon con una prueba de correlaciéon de Pearson o
Spearman segun el resultado de sus pruebas de normalidad, mientras que las diferencias
estadisticas de los linfocitos B timicos entre grupos etarios se calcularon con una prueba de
Kruskall-Wallis con una prueba de comparacion multiple. Se muestran los valores exactos
de probabilidad (p) significativos. (p < 0.05 *), datos significativos.
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Cuando evaluamos cambios en las poblaciones de memoria segun la expresion
de los marcadores CD73 y PD-L2 durante el envejecimiento, observamos que,
en el bazo, la mayor frecuencia de las poblaciones CD73*PD-L2*, CD73*PD-L2
y CD73 PDL2* se observa en ratones viejos y solo la poblacion de linfocitos B
CD73*PD-L2* presentd una correlacion significativa con la edad. Por el contrario,
en el timo las tres poblaciones de memoria analizadas presentan su maxima
frecuencia en los ratones jévenes y adultos, para luego progresivamente
disminuir durante la edad (Fig. 17). Estos resultados indican que los linfocitos B
de memoria en el timo no siguen un patron de acumulacion asociado al
envejecimiento similar a lo que ocurre en 6rganos linfoides secundarios
periféricos. Todo ello apunta a que la formacién de células de memoria timicas
no depende de la activacion y generacion de linfocitos B de memoria periféricos

en respuesta a la continua exposicion del organismo a antigenos externos.
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Figura 17. La frecuencia de los linfocitos B timicos que expresan los marcadores de
memoria CD73 y PD-L2 disminuyen durante el envejecimiento. Graficos de frecuencia
de linfocitos B CD73*PD-L2* (A), CD73*PD-L2- (B), y CD73PD-L2* (C) de bazo y timo de
ratones neonatos (3 — 6 dias), jévenes (2 — 12 semanas), adultos (3 — 9 meses), mediana
edad (10 — 14 meses) y viejos (>18 meses). Los valores de R2y de probabilidad se calcularon
con una prueba de correlacion de Pearson o Spearman segun el resultado de sus pruebas
de normalidad. Se muestran los valores exactos de probabilidad (p) significativos. (p < 0.05
*), datos significativos.
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5.7 La interaccion entre los linfocitos B y T modula la adquisicion del

fenotipo de memoria en los linfocitos B timicos

Todos nuestros resultados anteriores indican que los linfocitos B del timo se
diferencian a células de memoria de manera independiente de la formacion de
memoria en la periferia, sugiriendo que existen sefiales locales en el timo que
son necesarias para que los linfocitos B timicos presenten el fenotipo de
memoria. Con el objetivo de determinar si la interaccién con los linfocitos T CD4*
inmaduros es necesaria para que los linfocitos B timicos expresen el fenotipo de
memoria, usamos el modelo de raton OT-ll, donde se ve impedida esta
interaccion, dado que la especificidad del TCR de los linfocitos T CD4* esta
restringida a un péptido de la proteina ovoalbimina (OVAs23-339) —el cual no es
un autoantigeno—. Evaluamos en los linfocitos B de timo y bazo de ratones OT-II
la expresion de inmunoglobulinas y los marcadores de memoria, y la
comparamos con los linfocitos B de ratones C57BL/6. Nuestros resultados
muestran que el timo de ratones OT-Il presenta una drastica reduccién tanto en
frecuencia como namero total de linfocitos B que han realizado cambio de isotipo
(IgDIgM") (Fig. 18B), lo cual no se debe a diferencias en el nimero de linfocitos
B totales en el 6rgano (Fig. 18A). Asimismo, el numero total de linfocitos B IgG2b*
e IgA* esta significativamente reducido en ratones OT-ll (Fig. 19A).
Interesantemente, observamos que la proporcién de linfocitos B IgG2b* es similar
en ambos grupos, mientras que la proporcion de IgA* es significativamente menor

en ratones OT-ll, lo cual sugiere que la diferenciacion hacia IgA esta
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particularmente afectada (Fig. 19A). Cabe notar que estas diferencias se
restringen al timo, ya que en los linfocitos B de bazo y placas de Peyer de los
ratones OT-II no hay disminucion en los linfocitos B con cambio de isotipo totales,
IgG2b* e IgA* (Fig. 18C, 19C). Al evaluar los marcadores de memoria,
observamos que el timo de ratones OT-II presentan una menor frecuencia de los
tres subtipos de linfocitos B de memoria CD73*PD-L2*, CD73*PD-L2", y CD73"
PD-L2* mientras que esta reduccion no se observa en el bazo ni placas de Peyer
(Fig. 20). En conjunto, observamos una menor formacion de linfocitos B de
memoria en el timo de ratones OT-Il, lo cual apoyaria que la expresion de
marcadores asociados a memoria en el timo requiere de la interaccion entre los

linfocitos B y los linfocitos T CD4* en desarrollo.
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Figura 18. El cambio de clase en los linfocitos B timicos requiere la interaccion de los
linfocitos B con los linfocitos T CD4*inmaduros. (A) Graficos de frecuencia y nimero de
los linfocitos B (B220*CD19*) presentes en el timo de ratones C57BL/6 (B6) y OT-Il. (B)
Gréficos de citometria de flujo representativos, de frecuencia y numero de linfocitos B que
presentan cambio de isotipo (IgD'IgM-) en timo de ratones C57BL/6 y OT-Il. (C) Graficos de
frecuencia de linfocitos B IgD-IgM- en bazo y placas de Peyer de ratones C57BL/6 (n=6) y
OT-ll (n=5). Cada ratén se encuentra representado por un punto. Las diferencias estadisticas
se calcularon con una prueba-t no pareada o Mann-Whitney segun el resultado de la prueba
de normalidad. Se muestran los valores exactos de probabilidad (p) significativos. B6, ratones
C57BL/6; PP, placas de Peyer.
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Figura 19. La interaccién entre los linfocitos B y los timocitos promueve la
diferenciacion de los linfocitos B timicos a células IgG2b* e IgA*. (A) Gréficos de
citometria de flujo representativos de linfocitos B 1IgG2b* e IgA* timicos de ratones C57BL/6
(B6) y OT-Il. (B) Gréficos de frecuencia y numero de linfocitos B IgG2b* e IgA* en timo de
ratones C57BL/6 y OT-Il. (C) Gréaficos de frecuencia de linfocitos B 1gG2b* e IgA* en bazo y
placas de Peyer de ratones C57BL/6 (n=6) y OT-ll (n=5). Cada ratdbn se encuentra
representado por un punto. Las diferencias estadisticas se calcularon con una prueba-t no
pareada o Mann-Whitney segun el resultado de la prueba de normalidad. Se muestran los
valores exactos de probabilidad (p) significativos. B6, ratones C57BL/6; PP, placas de Peyer.
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Figura 20. Los linfocitos B timicos de ratones OT-ll presentan una disminucién en la
diferenciacion a células de memoria con expresion de CD73 y PD-L2. (A) Graficos de
citometria de flujo representativos en timo. (B) Frecuencia de los linfocitos B CD73-PD-L2%,
CD73*PD-L2,, CD73*PD-L2*, y CD73-PD-L2" en timo de ratones C57BL/6 (n=6) y OT-Il (n=5).
(C) Frecuencia de los linfocitos B CD73-PD-L2*, CD73*PD-L2-, CD73*PD-L2*, y CD73PD-
L2- en bazo de ratones C57BL/6 (n=6) y OT-Il (n=5). Cada ratén se encuentra representado
por un punto. Las diferencias estadisticas se calcularon con una prueba-t no pareada por el
resultado de la prueba de normalidad. Se muestran los valores exactos de probabilidad (p)
significativos. B6, ratones C57BL/6.
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6. DISCUSION

La formacion de linfocitos B de memoria y su rol en la respuesta adaptativa
humoral ha sido intensamente estudiada y caracterizada principalmente en los
organos linfoides secundarios en respuesta a antigenos externos. En este
trabajo, exploramos un proceso distinto de diferenciacion de linfocitos B de
memoria que ocurre en el timo y que estaria asociado a su rol en la seleccion
negativa de timocitos. Aqui, nosotros confirmamos que, de manera basal, el timo
contiene una fracciéon significativa de linfocitos B que han realizado cambio de
isotipo, y mostramos ademas que expresan marcadores fenotipicos
caracteristicos de células de memoria (Fig. 21). Nuestros resultados muestran
gue al restringir la formacioén de linfocitos B de memoria en la periferia, su nimero
no se ve significativamente reducido en el timo. Notablemente, mostramos que
la formacién de linfocitos B de memoria en el timo comienza tempranamente en
los primeros dias de vida y antecede a su formacion en el bazo. Por ultimo,
encontramos en el modelo murino OT-II, en el cual no ocurre seleccién negativa,
la frecuencia y numero de los linfocitos B de memoria timicos se ven
drasticamente reducidos. En conjunto, este trabajo aporta nuevas evidencias que
apoyan que en el timo los linfocitos B sufren un proceso atipico de diferenciacion
de memoria, que ocurre de manera local, y seria estimulado por la interaccion
con los linfocitos T inmaduros durante la presentacion de autoantigenos. Es decir,
este proceso es independiente de la activacion y diferenciacion de linfocitos B a

células de memoria en la periferia.
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Fig. 21. Modelo propuesto de laformacion de linfocitos B de memoria timicos.
Nuestros datos muestran que los linfocitos B residentes del timo sufren un proceso
atipico de diferenciacion hacia células de memoria. En el timo, los linfocitos B
presentan caracteristicas fenotipicas de memoria de manera local y bajo
condiciones homeostaticas, debido a la interaccién con los linfocitos T CD4* en
desarrollo, proceso no influenciado por la exposicion a antigenos y que ocurre
tempranamente desde el periodo neonatal. En contraste, los linfocitos B de la
periferia (esquematizados en el bazo), se diferencian de manera convencional a
células de memoria debido a la activacién de los linfocitos B por el reconocimiento
de antigenos exdgenos.

Si bien, los linfocitos B del timo han sido estudiados hace décadas, no fue hasta
afos recientes que se describié que una proporcion significativa corresponde a
células con cambio de isotipo de inmunoglobulina (Perera et al., 2013, 2016;
Yamano et al., 2015). En acuerdo con este antecedente, aqui mostramos que,
en dos cepas diferente de ratdn, en promedio, aproximadamente un 25% de los
linfocitos B timicos presentan cambio de isotipo. En ambas cepas, la proporcién

de linfocitos B con cambio de isotipo es significativamente mayor con respecto al
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bazo y, notablemente, es equivalente o mayor a lo observado en las placas de
Peyer, sitio donde ocurre la mayor activacion y cambio de isotipo de los linfocitos
B en todo el cuerpo en respuesta a los antigenos del lumen intestinal (Reboldi &

Cyster, 2016).

De manera similar, observamos un patron notablemente estereotipico en la
expresion de dos isotipos de Ig en los linfocitos B timicos, donde detectamos que
una fraccién importante expresa IgG2b e IgA. Esto es consistente tanto entre
cepas C57BL/6 y Balbc y con datos recientes de literatura (Perera et al., 2013,
2016; Yamano et al., 2015). Sin embargo, aun no se ha establecido cuales
sefales en el timo determinan el cambio hacia estos isotipos. Ademas de la
interaccién con los linfocitos T, se requiere la presencia de citoquinas que
promuevan la diferenciacion a subtipos especificos de inmunoglobulinas. Tanto
para el cambio de clase a la inmunoglobulina IgG2b como IgA, es necesario el
factor de crecimiento transformador  (TGF-B) (Deenick et al., 1999; Mcintyre et
al., 1993; Sonoda et al., 1989; Stavnezer & Kang, 2009). El timo contiene altos
niveles de TGF-B, que es secretado por macrofagos y células dendriticas en
respuesta a la fagocitosis de células apoptéticas que son generadas durante la
seleccion negativa y positiva. Por lo tanto, el TGF-f producido de manera
homeostética en el microambiente del timo podria ser suficiente para promover
de forma preferente el cambio de isotipo hacia IgG2b e IgA (Chen & Konkel, 2015;

Konkel et al., 2014). Interesantemente, TGF-B y los linfocitos B timicos son
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necesarios para la generacion de los linfocitos T reguladores timicos (tTreg) en
la médula timica, mismo lugar donde residen los linfocitos B timicos (Lu et al.,
2015; Walters et al., 2014, Aschenbrenner et al., 2007; Cowan et al., 2013, Perera

& Huang, 2015).

Los linfocitos B que se diferencian en células de memoria en érganos linfoides
secundarios adquieren de manera heterogénea la expresion de CD73 y/o PD-L2
(Allie et al., 2019; He et al., 2017; Koike et al., 2019; Tomayko et al., 2010). Aqui
encontramos que en los linfocitos B timicos se pueden distinguir tres poblaciones:
dos que expresan estas moléculas por separado (CD73*PD-L2'y CD73'PD-L2%)
y una tercera que co-expresa ambas (CD73*PD-L2*). Interesantemente
encontramos diferencias en la proporcion de estas subpoblaciones entre las
cepas C57BL/6 y Balbc, ya que en ratones C57BL/6 la principal subpoblacién de
memoria tiene un fenotipo CD73PD-L2", mientras que en ratones Balbc la
mayoria son CD73*PD-L2*. Esto podria atribuirse a diferencias intrinsecas en la
respuesta humoral entre ratones C57BL/6 y Balbc, que tienden a desarrollar
respuestas tipo Thl y Th2 respectivamente en respuesta a patégenos (Trunova
et al. 2011; Yagi et al. 2006; Ferreira et al. 2018), lo cual posiblemente repercute
en el perfil de subtipos de linfocitos B de memoria. Al respecto, un trabajo previo
muestra que ratones C57BL/6 posee un tercio de los linfocitos B de memoria IgM*
gue expresa CD73 con respecto a ratones Balbc (D'Souza et al. 2017). A futuro,
seria relevante evaluar de manera funcional estas tres subpoblaciones para

determinar si, al igual que en 6rganos linfoides periféricos, la expresion de estos
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marcadores es indicativo de distinto potencial de diferenciaciéon hacia células
plasmaticas, o si se favorece su interaccion con los linfocitos T inmaduros en

reacciones similares al centro germinal.

Este trabajo se enfoco en la formacion de linfocitos B de memoria timicos, sin
embargo, también existe evidencia de que en el timo se producen células
plasmaticas. Trabajos de nuestro laboratorio han demostrado que el timo, tanto
en ratones sin inmunizaciéon como de muestras humanas de neonatos, contiene
células secretoras de IgM, IgG e IgA (Nufiez et al. 2016; Hidalgo et al. 2020). En
un trabajo reciente se demostrd que el timo contiene células plasmaticas que
secretan IgE de forma homeostatica (Kwon et al. 2022). Interesantemente, en
ese trabajo demuestran que las células plasmaéticas se diferencian de forma local
por una via extrafolicular, probablemente por un mecanismo similar a los

linfocitos B de memoria.

La interaccién entre los linfocitos B y T es indispensable para que ocurra el
cambio de isotipo y maduracién de la afinidad. Por mucho tiempo se pensaba
que ambos procesos ocurrian en la reacciéon de centro germinal, sin embargo,
trabajos recientes han cambiado este paradigma ya que han demostrado que el
cambio de clase principalmente ocurre antes del ingreso al centro germinal
(Reboldi et al. 2016; Roco et al. 2019). Interesantemente, encontramos que una
proporcion de los linfocitos B residentes del timo expresan un fenotipo IgD"GL-7*

sugiriendo que podrian tener similitud con el estadio de centro germinal de los
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organos linfoides secundarios. Sin embargo, en estudios previos, el analisis de
la secuencia de Ig, tanto de linfocitos B de memoria como células plasmaticas
timicas, muestra que no presentan hipermutacion somatica (Perera et al. 2016;
Kwon et al. 2022) lo cual sugiere que se originan por una via independiente del
centro germinal. Ademas, en ratones transgénicos Cd4°*Bcl6™ incapaces de
formar centros germinales, no se ve afectada la formacion de células plasmaticas
del timo, mientras que en bazo y placas de Peyer disminuyen significativamente
(Kwon et al. 2022). Si bien, GL-7 es un marcador expresado por células del centro
germinal, su expresion se induce anterior a la formacion de los centros
germinales y son precursores de células de memoria tempranas que no se
originan dentro de los centros germinales (Taylor et al. 2012; Kaji et al. 2012).
Por lo tanto, la poblacion IgDGL-7* que observamos en el timo podria
corresponder a células que se han activado localmente y que son precursoras de
células de memoria o células plasméticas. Todo ello apoya que los linfocitos B
de memoria y células plasméticas se diferencian en el timo por un proceso que
se asemejaria a la activacion extrafolicular que ocurre en los 6rganos linfoides en

respuesta a un antigeno externo sin la formacién de centros germinales.

Dentro de nuestros objetivos, evaluamos en qué medida la formacion de linfocitos
B de memoria en el timo se ve afectada por la reduccion en la formacion de
memoria en la periferia, usando como aproximacion experimental la reduccion de
antigenos provenientes de la microbiota intestinal. Se us6é el modelo de

administracion de antibiéticos perinatal como una aproximacion cercana al
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modelo de ratones libres de microorganismo (ratones germ-free), ya que es un
modelo rapido, econémico, y una alternativa accesible en comparacion con la
mantencion de ratones ratones germ-free, los cuales requieren de instalaciones
especializadas que no se encuentran en nuestro pais (Kennedy et al. 2018). Al
restringir la carga de antigenos de la microbiota intestinal, las poblaciones de
linfocitos B de memoria en el timo no se ven mayormente afectadas, sugiriendo
gue su diferenciacién no se encuentra asociada a la activacion de los linfocitos B
periféricos en respuesta a antigenos. Interesantemente, Kwon y colaboradores
mostraron recientemente que el numero de células plasmaticas del timo es
idéntica entre ratones mantenidos en condiciones convencionales, germ-free y
antigen-free (ratones grem-free alimentados con una dieta a base de
aminoacidos), mientras que se reducen drasticamente en el bazo y en el ganglio
mesentérico. De forma similar, Cukrowska y colaboradores reportaron que el timo
de cerdos neonatos posee linfocitos B que secretan anticuerpos IgG e IgA,
inclusive cuando son mantenidos en condiciones grem-free (Cukrowska et al.,
1996). Consistente con lo anterior, se detectan linfocitos B de memoria IgG2b* e
IgA* en el timo de ratones neonatos previo a su diferenciaciéon en los 6rganos
periféricos en un periodo en que el sistema inmune probablemente ain no ha
desarrollado respuestas adaptativas a antigenos ambientales. Esto reafirma
nuestra hipotesis de que los linfocitos B timicos realizan cambio de clase en un
proceso independiente de la activacion de los linfocitos B periféricos. De manera
similar, Kwon y colaboradores recientemente reportaron que en ratones Balbc

durante la primera semana de vida ya es posible detectar células plasmaticas en
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el timo (Kwon et al. 2022). Similarmente, diversos trabajos han reportado que en
ratones neonatos la diferenciacion de linfocitos T reguladores en el timo se
detecta a partir del tercer dia de vida y coincide con un aumento en la apoptosis
de timocitos y liberaciéon de TGF-$ en el microambiente timico (Chen & Konkel
2015; Konkel et al. 2014; Fontenot et al. 2005; Jiang et al. 2006). Lo anterior
sugiere que la cinética de produccién de TGF-B en el timo los primeros dias de
vida podria estar promoviendo el cambio de isotipo observado en los linfocitos B

timicos durante el periodo neonatal

Al evaluar una posible asociacion en el fenotipo de memoria en los linfocitos B y
la exposicion a antigenos ambientales durante el transcurso de vida del raton,
observamos que en el bazo ocurre una acumulacion gradual de poblaciones de
memoria. En el timo, por el contrario, observamos que la proporcién y niamero de
linfocitos B de memoria declina con la edad. De manera similar a lo que
observamos, Cepeda y colaboradores mostr6 que en el timo de ratones
envejecidos ocurre una disminucion de los linfocitos B con cambio de clase IgD-
IgM-, y una reduccion de la expresion del factor de transcripcion Aire y del gen
cd40, sugiriendo que podrian ir perdiendo su funcionalidad como célula
presentadora de antigeno en la seleccion negativa de los timocitos (Cepeda et
al. 2018). El timo invariablemente sufre una involucibn asociada al
envejecimiento, y por ende, los linfocitos T en proceso de maduracion se hacen

progresivamente mas escasos (Aspinall & Andrew 2000; Thomas et al. 2020).
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Posiblemente, en el contexto del envejecimiento, esto repercute en una menor
estimulacién de los linfocitos B dada por la interacciones con los linfocitos T

inmaduros y, consecuentemente, en su diferenciacion a linfocitos B de memoria.

La interaccion entre los linfocitos B y timocitos durante la presentacion de
autoantigenos seria clave para estimular la diferenciacion de los linfocitos B de
memoria en el timo. En este trabajo analizamos el modelo de raton OT-Il, donde
se ve impedida esta interaccion dado que la especificidad del TCR esta
restringida a un péptido de la proteina ovoalbimina (OVAs23-339) —el cual no es
un autoantigeno del mismo modelo—. Consistente con resultados previos,
observamos que el timo de ratones OT-Il presenta una reduccion drastica en los
linfocitos B de memoria IgD IgM- (Perera et al. 2016). Ademas, mostramos que
en el timo las subpoblaciones CD73PD-L2*, CD73"PD-L2" y CD73*PD-L2*
también se ven afectadas. Actualmente, estamos evaluando si es posible revertir
estos cambios mediante la administracion del péptido OVA323-330.
Interesantemente, encontramos que se ve principalmente afectada la
poblaciones IgA*. El cambio de isotipo hacia IgA es fuertemente dependiente de
la citoquina TGF-3, cuya producciéon en el timo es estimulada por la fagocitosis
de células apoptosis (Deenick et al., 1999; Mcintyre et al., 1993; Sonoda et al.,
1989; Stavnezer & Kang, 2009). Dado que en ratones OT-Il no ocurre apoptosis
asociada a la seleccion negativa, actualmente estamos evaluando si esto afecta

la expresion de TGF-f en el timo.
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Lo anterior también esta reforzado por otros antecedentes de la literatura que
muestran que tanto en ratones deficientes de TCR como en ratones con linfocitos
B que carecen de MHC-II, se observa una reduccion drastica de los linfocitos B
timicos IgD’IgM- (Perera et al. 2016). Del mismo modo, en ratones deficientes de
CD40y CD40L, los linfocitos B timicos son incapaces de realizar cambio de clase
de Ig indicando que la sefial de ayuda de CD40-CD40L también es imprescindible
para que ocurra este fenomeno (Perera et al. 2016; Yamano et al. 2015). La
pérdida de interaccion entre los linfocitos B y T via CD40-CD40L también
repercute en la adquisicion de otras caracteristicas descritas en los linfocitos B
timicos, tales como la mayor expresion de las moléculas MHC-I11, CD80, y del gen
Aire, corroborando el rol que posee la interacciéon B-T en la adquisicion del
fenotipo caracteristicos de los linfocitos B del timo (Perera et al. 2016; Yamano

et al. 2015).

Un aspecto importante por considerar es que en la respuesta humoral que se
desarrolla en los organos linfoides secundarios, la interaccion B-T y los centros
germinales estan impulsados por el reconocimiento e internalizacion de un
antigeno especifico mediado por el BCR. En el caso de los linfocitos B del timo,
donde este proceso estaria impulsado por la presentacion de antigenos propios,
esto podrias ocurrir por: i) la presentacion basal de antigenos derivados del
propio linfocitos B, independiente de la especificidad del BCR vy ii) el
reconocimiento e internalizacion de autoantigenos mediante la expresion de un

BCR autorreactivo. Por una parte, el grupo de Yamano ha presentado evidencia
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de que el intercambio de sefiales que ocurre en el timo en la presentacion de
autoantigenos pareciera ser independiente del BCR (Yamano et al. 2015). Uno
de los datos que apoyan esta hipotesis es que la alta expresion de MHC-1l y
CD80, y de frecuencia de células con cambio de isotipo ocurre incluso en ratones
transgénicos SWHeL cuyos linfocitos B expresan un BCR especificos contra un
antigeno no propio (lisozima de huevo) (Yamano et al. 2015). Por otra parte, el
grupo de Perera muestra en un modelo de ratbn con BCR transgénico, los
linfocitos B autoreactivos serian altamente eficientes en inducir la seleccion
negativa (Perera et al. 2013). Sin embargo, resulta complejo conciliar esto con el
hecho de que existen mecanismos de tolerancia que aseguran la eliminacion de

linfocitos B autoreactivos.

En resumen, en este trabajo nosotros demostramos que una poblacién de los
linfocitos B presentes en el timo presentan caracteristicas fenotipicas de memoria
por la interaccion entre los linfocitos B-T y de manera independiente de la
activacion de los linfocitos B periféricos. A futuro, seria relevante corroborar si: i)
TGF-f realmente es requerido para que los linfocitos B timicos realicen cambio
de isotipo a IgG2b e IgA, ii) que otras sefales pueden estar implicadas en este
proceso de diferenciacién y finalmente, iii) como el fenotipo de memoria puede

ser relevante para el rol que poseen los linfocitos B en el timo.
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RESUMEN DE RESULTADOS

De manera homeostatica, una fraccion significativa de los linfocitos B
timicos presentan cambio de isotipo de inmunoglobulina a IgG2b e IgA, y
expresa las moléculas CD73 y PD-L2 asociadas a un fenotipo de memoria
periférica.

Los linfocitos B que migran al timo realizan cambio de isotipo recapitulando
el fenotipo de los linfocitos B residentes en el timo.

Los linfocitos B de memoria timicos no se ven afectados significativamente
al reducir la microbiota intestinal y, por consiguiente, la formacion de
linfocitos B de memoria en la periferia.

En el timo, la diferenciacion de células de memoria IgG2b* e IgA* ocurre
tempranamente durante la primera semana de vida de los ratones, incluso
antes de que este proceso sea detectable en el bazo.

Durante el envejecimiento, la proporcién de linfocitos B de memoria en el
timo disminuye, mientras que en la periferia ocurre una acumulacion
progresiva durante la vejez.

En el modelo OT-II, la pérdida de la interaccién entre los linfocitos B y los
timocitos durante la seleccion negativa, repercute negativamente en la

diferenciacion de linfocitos B de memoria en el timo.

79



7. CONCLUSION

En conjunto, los resultados obtenidos en esta tesis demuestran que los linfocitos
B residentes del timo sufren un proceso de diferenciacion atipico hacia células de
memoria. En contraste con la diferenciacion convencional de linfocitos B de
memoria en la periferia que ocurre en respuesta a la activacion de los linfocitos
B por el reconocimiento de antigenos exdgenos, en el timo, este proceso no esta
influenciado por la exposicidn a antigenos y ocurre tempranamente desde el
periodo neonatal. Interesantemente, la diferenciacidén de linfocitos B de memoria
en el timo es dependiente de la interaccion con los timocitos CD4* dada por la
presentacion antigénica. En general, nuestros resultados aportan evidencia de
que los linfocitos B timicos se diferencian localmente en células de memoria a
traves de la interaccion entre los T CD4*inmaduros en el contexto de la seleccion
negativa, siendo un proceso independiente de la formacion de linfocitos B de

memoria en la periferia.
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FIGURAS SUPLEMENTARIAS
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Figura suplementaria 1. Los linfocitos B IgM* de bazo son principalmente linfocitos B
de zona marginal y CD21/35CD23". Gréficos de citometria de flujo representativos de
linfocitos B foliculares (CD21/35*CD23*), de zona marginal (CD21/35*CD23") y dobles
negativos (CD21/35-CD23") en las poblaciones de linfocitos B de bazo naive, cambio de clase
e IgM.
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Figura suplementaria 2. Los linfocitos B IgM* de timo no presentan linfocitos B de zona
marginal y CD21/35CD23". Graficos de citometria de flujo representativos de linfocitos B
foliculares (CD21/35*CD23*), de zona marginal (CD21/35*CD23") y dobles negativos
(CD21/35CD23) en las poblaciones de linfocitos B de bazo naive, cambio de clase e IgM.
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