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La ciencia no es solo una disciplina de raz6n, sino tambi6n de romance y pasi6n.
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1.   Resumen

La Esclerosis Sjst6mica (ES) es una enfermedad autoinmune caracterizada por

una fibrosis extensiva en la piel y en 6rganos internos. Actualmente la fisiopatologia de

esta enfermedad permanece desconocida, sin embargo muchos estudios evidencian el

rol fundamental que tendri'a el sistema inmune en  la fibrosis celular.  Recientemente se

le  ha asignado  un  rol  importante  a  los  ljnfocitos  a dentro del  desarrollo  de la  ES,  esto

fundamentado en  la gran  cantidad  de  linfocitos  a  infiltrantes en  los  6rganos  afectados

por la  ES y en  la regulaci6n  positiva de genes asociados a  los  linfocitos  8 en  lesiones

cutaneas de pacientes con ES. Lo anterior, sumado al gran nt]mero de autoanticuerpos

asociados a la enfermedad y a la existencia de alteraciones intrinsecas en los linfocitos

a de pacientes con ES otorgan evidencia que indicaria la participaci6n de estas celulas

en la patogenesis de la ES. A lo largo de los dltimos aFios ha sido descrita una poblaci6n

de  linfocitos  a  que  participa  en  tolerancia,  llamados  linfocitos  a  reguladores  (Bregs).

Esta poblaci6n es capaz de secretar lL-10 y de inhibir respuestas T efectoras, y se ha

caracterizado   por  el  fenotipo   CD19+   CD24hi   CD38hi,   correspondiente  tambien   a

linfocitos a transicionales. Estudios muestran que al{eraciones en la frecuencia y funci6n

de esta  poblaci6n  se asocian  a  la  perdjda  de tolerancia  inmune.  Por otro  lado  se  ha

descrito  que  el  receptor inhibidor  FcvRllb,  que  atentia  la  sefializaci6n  del  receptor  de

antigenos   de   los  linfocitos   8  (BCR)   al   unir  complejos  inmunes,   esta  asociado  al

desarrollo de enfermedades autoinmunes cuando su expresi6n o funci6n se ve alterada.

En  base lo expuesto,  el objetivo  de este Seminario de Titulo consisti6 en el estudio de

la frecuencia de subpoblaciones y funci6n de los linfocitos 8 de pacientes con ES,  para

contribuir a la comprensi6n de los mecanismos involucrados en la p6rdida de tolerancia

inmunol6gica   subyacente   a   esta   enfermedad.    Utilizando   citometria   de   fluj.o,   los

resultados muestran que los pacientes con ES presentan una alterada frecuencia de las



subpoblaciones   de   linfocitos   8,    caracterjzada   por   un   aumento   en   la   poblaci6n

transicional  y  una  disminuida  poblaci6n  de  memoria.  Por otro  lado,  mediante  cultivos

celulares y pruebas de ELISA se obtuvo que los linfocitos a de pacientes presentan una

reducida  capacidad  de  secretar  IL-10  en  comparaci6n  a  controles  sanos.  Ademas  la

expresi6n  del  recep{or  Fcvllb  en  los  linfocitos  a  de  pacientes  con  ES  se  encuentra

aumentada   en   la   subpoblaci6n   transicional,   alteraci6n   que   genera   una   elevada

inhibici6n de la producci6n de lL-10 en esta subpoblaci6n en presencia de ligandos del

receptor   Fcvllb.   A   raiz   de  los   resultados   obtenidos   se   puede  sugerir  un   posible

mecanismo mediante el cual los linfocitos a participarian en esta enfermedad,  segtin el

cual, los linfocitos a transicionales, al expresar altos niveles del receptor inhibidor Fcvllb,

poseerian   una   disminuida   capacidad   de   secretar   lL-10   despu6s   de   la   uni6n   de

complejos  inmunes  conteniendo  autoanticuerpos,  existiendo  asr  una  alteraci6n  en  un

posible ciclo regulador.



2.   Abstract

Systemic sclerosis (SSc) is an autoimmune disease characterized by extensive

fibrosis  in  the  skin  and  internal  organs.  Currently the  physiopathology  of this  disease

remains  unknown;   however  several  studies  suggest  the  fundamental  role  that  the

immune system could have in cellular fibrosis. Recently an important role has been given

to a cells in the development of SSc,  based on findings that describe a large number of

infiltrating 8 cells in the organs affected by SSc and an upregulation of genes associated

with  a cells in skin  lesions of patients with SSc.  This findings,  plus the large number of

autoantibodies associated with the disease and the existence of intrinsic abnormalities

in the  a cells from SSc patients,  provides enough evidence to support the involvement

of these  cells  in  the  pathogenesis  of SSc.  Over  recent years  a  population  of a  cells

involved  in  tolerance  has  been  described  and  called  regulatory  8  cells  (Bregs).  This

population is able to secrete lL-10 and to inhibit the response of effector T ceHs, and has

been  characterized  by  a  CD19+  CD24hi  CD38hi  phenotype,  which  corresponds  to

transitional 8 cells.   Recent studies show that changes in the frequency and function of

this  population  are  associated  with  the  loss  of immune tolerance.  Furthermore,  it  has

been  described that the  inhibitor receptor FcvRllb,  which  attenuates the  a  cell  antigen

receptor  a  (BCR)  signaling   by  binding   immune  complexes,   is  associated  with  the

development of autoimmune diseases when its expression or function is altered.  Based

on this background. the objective of this undergraduate thesis was to study the frequeney

and  function   of  SSc  patients   8  cell   subpopulations,   in   order  to   contribute  to  the

understanding   of  the   mechanisms   involved   in  the   loss   of  immunological  tolerance

underlying this disease.  Using flow cytometry, the results showed that patients with SSc

have an altered frequency of a cells subpopulations, characterized by an increase of the

transitional population and a decrease of the memory population.  Furthermore, through



cell cultures and  ELISA tests,  a cells from patients showed a reduced ability to secrete

lL-10  compared  to  healthy  controls.  In  addition,  Fcvllb  receptor expression  in  a  cells

from  patients with SSc is increased in the transitional subpopulation,  disturbance which

generates  a  high  inhibition  of  production  of  lL-10  in  this  subpopulation.  According  to

these results a possible mechanism relating a cells with the pathogenesis of this disease

can  be  suggested,  in  which  transitional  a  cells,  by  expressing  high  levels  of  inhibitor

Fcyllb  receptor,  possess  a  decreased  ability  to  secrete  IL-10  after  binding  immune

complexes containing  autoantibodies,  having then an alteration  in a possible regulatory

loop.



3.    Introducci6n

3.1.        La Esclerosls sist6mica (ES) o Escleroderma

La ES es una enfermedad autoinmune sistemica caracterizada por un dep6sito

de matriz extracelular (MEC) en la piel y en 6rganos intemos.   Este dep6sito conlleva a

una  vasculopatia  oclusiva  progresiva  y,  eventualmente,  a  una  disfunci6n  severa  y  a

fallas en estos 6rganos (Black et al., 2009).  Esto se ve reflejado en sus complicaciones

caracteristicas,  que  incluyen  crisis  renales,  dlceras  dactilares  e  hipertensi6n  arterial

pulmonar  (Fleming  and  Schwartz,  2008).   Pacientes  con  ES  presentan  alteraciones

vasculares tanto en la circulaci6n periferica como central, las cuales se caracterizan por

una  vasoconstricci6n  transitoria  que,   en  la  circulaci6n  acral,   genera   un  fen6meno

denominado  Raynaud.  Este  fen6meno  suele  preceder  la  aparici6n  del  resto  de  los

sintomas   de   la   enfermedad.   La   prevalencia   e   incidencia   mundial   de   la   ES   es

heterogenea y esto  es debido  a varjaciones   geograficas  o  etnicas,  la  poblaci6n  mss

estudiada es Estados Unidos en donde tiene una prevalencia de 242 casos por mill6n y

una incidencia de  18.7 casos par mill6n por afio   (Mayes,  2003;  Rojas-Serrano,  2006).

La ES es mss frecuente en muj.eres que en hombres (3-14: 1 ) y usualmente debuta entre

la segunda y quinta d6cada de la vida (Gabriem et al., 2009). A nivel nacional no existen

datos epidemiol6gicos sobre esta enfermedad.

A medida que la ES progresa se incrementa el ntimero  de 6rganos afectados

empeorando la calidad de vida de los pacientes.  Dependiendo de las manifestaciones

clinicas presentadas por el paciente, como el grado de esclerosis de la piel y la presencia

de fibrosis o hipertensi6n pulmonar, la enfermedad se clasifica en difusa o limitada (Esd

o Esl) (LeRoy et al.,1988; LeRoy and Medsger, 2001). Mas alla de las manifestaciones

clinicas existen  diversos  marcadores serol6gicos que incluso  preceden  la aparici6n de

los  sintomas,  como  son  los  anticuerpos  antinucleares  con  patr6n  centrom6rico,  Ios



anticuerpos  anti-topoisomerasa  I   (Sol-70)  y  los  anti-RNA  polimerasa  (Koenig  et  al.,

2008).

A la fecha,  pacientes con  ES exhiben  una respuesta  reducida a  la mayoria de

los tratamientos  existentes,  siendo  muy difl.Oil  controlar la  progresi6n  de la fibrosis y/o

las  alteraciones  vasculares  (Ramos-Casals  et  al.,  2010).  Las  complicaciones  en  su

tratamiento y sus diversas manifestaciones tienen a la ES como una de los des6rdenes

reumatol6gicos con la mayor mortalidad caso especifico (Nihfyanova et al., 2007). Todo

esto  ha fomentado  a  medicos y   cientificos  a  intensificar la  investigaci6n  y estudio  de

esta compleja e interesante enfermedad inmunomodulada.

3.2.        Inmunopatogenesis de la ES

Actualmente las bases moleculares fundamentales en la patogenesis de la  ES

permanecen desconocidas, aunque muchos de los estudios se han focalizado en el rol

que jugaria el sistema inmune en la fibrosis tisular.  Este lento progreso se ha debido a

la   complejidad    de   combinar   las   dispares   observaciones   obtenidas   sobre   esta

heterogenea enfermedad.

Muchos de los eventos clinicos descritos en pacientes de ES estan atribuidos a

la  activaci6n  del  sistema  inmune,  confiriendole un  rol  central  en  la fisiopatologia  de  la

enfermedad (Abraham and Varga,  2005;  Sakkas et al.,  2006; Sakkas and  Plat§oucas,

2004),  Evidencia de esto es  la temprana infiltraci6n de c6Iulas inmunes en  la  piel y en

los tejidos afectados,  incluyendo linfocitos T y a, mastocitos y macr6fagos (Prescott et

al.,   1992).  Especificamente  los  linfocitos  T  infiltrados  muestran  un  fenotipo  activado

(Kalogerou  et al.,  2005),  lo que se ve evidenciado  por los elevados  niveles sericos de

citoquinas como la interleuquina (lL)-4,  lL-13 e lL-17.  (Kurasawa et al., 2000; Sakkas et

al.,1999).  Particularmente,  lL-4 es una fLlerte molecula pro-fribr6tica,  caracteristica del

perfil Th2,  capaz de  inducir la  producci6n  de  colageno  por los fibroblastos  (Lee  et al.,



1996), de estimular la secreci6n de TGF-P, otra citoquina pro-fribr6tica (Ihn et al., 2001),

y  de  estimular  la  infiltraci6n  de  c6lulas  mononucleares  (Colotta  et  al.,   1992).   IL-13,

tambien del  perfil Th2,  es capaz de inducir fibrosis   por mecanismos dependientes   de

TGF-a  (Lee  et  al.,  2001).  Considerando  que  interfer6n  (IFN)-v,  una  citoquina  del  tipo

Thl ,  es capaz de inhibir la producci6n de colageno (Gillery et al.,  1992), seria entonces

correcto calificar la  ES  como  una enfermedad Th2.  Los resultados positivos obtenidos

en   pacientes   tratados   con   terapias   anti-linfocitos   T   realza   la   importancia   de   la

participaci6n de los linfocitos T en la ES (Charles et al., 2006), centrando por varios afios

la inves{igaci6n en este tipo celular y atribuyendoles el rol principal como mediador del

dafio en esta enfermedad.

3.3.         Rol de los linfocltos B en  ES

Nuevos  estudios  han  evidenciado  la  participaci6n  de  linfocitos  a  y  de  celulas

plasmaticas en  ES,  en  los  que se  ha  observado  linfocitos  a  infiltrados en  los  6rganos

afectados   por   ES   (Hasegawa,   2010).   Ademas,   analisis   en   lesiones   cutaneas   de

pacientes con  ES muestran  regulaci6n  positiva de genes relacionados con  linfocitos 8

(V\/hitfield  et  al.,  2003).  Sumado  a  esto,  existe  un  gran  ntlmero  de  autoanticuerpos

asociados a la enfermedad tales como los anticuerpos anti-topoisomerasa I, anti-fibrilina

I, anti-centrdmero, anti-metaloproteinasa-3, entre otras (Cz6mp6ly et al. , 2009; Nishijima

et al.,  2004;  Okano,1996;  Tan et al.,1999). A raiz de que varios de estos anticuerpos

corresponden al isotipo  lgG y que suelen preceder los sintomas de la enfermedad, se

cree que una  interacci6n  entre  linfocitos  a y T se lleva  a  cabo,  siendo  6sta  la  primera

etapa del proceso patogenico de la ES (Kuwana et al„  1995).

Alteraciones intrinsecas en  los  linfocitos  a se presentan  en  pacientes  con  ES.

Por ejemplo, se ha observado una sobreexpresi6n de CD19, un co-receptor responsable

de aumentar la sefializaci6n intracelular despues de la union del antigeno al receptor de



antigeno  de  las  c6lulas  a  (BCR)  (Sato  et  al.,  2000).  Tambien  se  ha  reportado  una

relaci6n   entre  la   Esl  y  un   polimorfismo  en   el  gen  codificante  de  CD22,   receptor

responsable de enviar una serial inhibitoria que regula la activaci6n del  BCR  (Hitomi et

al.,  2007).  En  otros estudios se han reportado altos niveles s6ricos del factor activador

de linfocitos a (BAFF), factor de supervivencia de linfocitos 8, ademas de un incremento

del transcrito de BAFF y una expresi6n aumentada del receptor de BAFF en las lesiones

de piel de pacientes con ES (Matsushita et al., 2006). Todas estas alteraciones pueden

ser responsables del fenotipo mostrado por los linfocitos a de memoria en pacientes con

ES,  caracterizado  por una expresi6n  incrementada  de las  mol6culas co-estimuladoras

CD80, CD86 y del receptor de muerte CD95 (Sate et al., 2004).

La presentaci6n de antigenos mediada por los linfocitos a favorece una respuesta tipo

Th2  (Mason,1996;  Stockinger et al.,1996),  que esta  principalmente representada  por

la secreci6n  de  lL-6,  lL-10 y del factor de crecimiento transformante (TGF)-P (Hsieh  et

al.,1992;  Rinc6n  et  al.,1997),  citoquinas  envueltas  en  la  inducci6n  de  la  sintesis  de

colageno  y  la  fibrosis  de  tejido   (Duncan   and   Berman,   1991).   Esto  sumado  a  que

tratamientos  con  anticuerpos  que  depletan  linfocitos  8  resultan  efectivos  para  esta

enfermedad,  constituyen  evidencias  importantes  indicando  la  par[icipaci6n  de  estas

celulas en la patogenesis de la ES   (Bosello et al., 2010;  Lafyatis et al., 2009).

3.4.        Linfocitos B reguladores

A lo  largo de los afros se le ha asociado  un rol inmunoregulador a los ljnfocitos

a.  Por ejemplo,  ratones deficientes  en  linfocitos  8  son  incapaces  de  recuperarse  de

encefalomielitis   autoinmune   experimental   (EAE),   un   modelo   murino   de   esclerosis

mdltiple  (Wolf et al„  1996).  Estudios  posteriores mostraron  que esta  capacidad  reside



en  una  poblaci6n  de  linfocitos  8  secretora  de  lL-10,  la  cual  se  prob6  que  generaba

protecci6n   frente   a   varias   enfermedades   autoinmunes,   como   EAE,   enfermedad

inflamatoria intestinal y artritis inducida por colageno (CIA)  (Fillatreau et al., 2002;  Mauri

et  al.,   2003;   Mizoguchi  et  al.,   2002).   En   la  actualidad  estas  celulas  son   llamadas

linfocitos 8 reguladores a Bregs.

El  principal  problema  para  el  estudio  de  los  Bregs  reside  en  la  falta  de  un

marcador que las identifique del resto.  Esto ha llevado a un gran ntimero de trabajos a

utilizar distintos marcajes para designar esta poblaci6n.  La mayoria de los estudios en

ratones se nan desarrollado con linfocitos a tipo a-2 (Mauri et al.,  2003; Yanaba et al.,

2008),  aunque tambien  se  le  ha  conferido  actividad  reguladora  a  linfocitos  a  tipo  a-1

CD5+ (Shimomura et al., 2008).  Estudios /.n v/.vo muestran que precursores en etapa T2

de  linfocitos  8  de  la  zona  marginal  del  bazo  (T2-MZP)  co-expresan  una  serie  de

marcadores  incluyendo  lgM,  lgD,  CD19,  CD21,  CD23,  CD24  y  CD93,    y  que  estos

suprimen el desarrollo de CIA y atenaan la severidad de lupus espontaneo  (Blair et al.,

2009;  Evans et al., 2007).

La  sefial  requerida  para  gatillar la  secreci6n  de  lL-10  por esta§  Bregs  no  esta

cabalmente  caracterizada,  pero  como  se  muestra  en  los  modelos  de  EAE  y  CIA,  es

posible que la especificidad de antigeno sea necesaria  (Fillatreau et al., 2002;  Mauri et

al.,  2003). Ademas,  se ha observado que la activaci6n del receptor CD40,  a traves de

su  ligando  CD40L,  es  indispensable  para  que  las  Bregs T2-MZP  exhiban  una funci6n

reguladora.  Otros  estudios  indican  que  para  la  inducci6n  de  lL-10  por  las  Bregs  es

fundamental la activaci6n de los receptores de tipo toll (TLR), TLR2 y TLR4 (Yanaba et

al" 2009).



En  en§ayos  funcionales  se  ha  demostrado  que  la  IL-10  derivada  de  Bregs

inhiben la generaci6n de respuestas del tipo Thl  y Thl7 en modelos de EAE (Fillatreau

et al., 2002), y la respuesta Thl  en CIA (Mauri et al„ 2003),  a traves de la supresi6n de

la lL-6 e lL-12 derivada de celulas dendriticas (Sun et al„ 2005). Se ha demostrado que

las  Bregs  participan  en  la generaci6n de linfocitos T reguladores  Foxp3+,  en donde  la

secreci6n de lL-10 y la expresi6n de las moleculas co-estimuladoras CD80 y CD86 son

necesarias, lo que sugiere una interacci6n entre linfocitos T y a (Mann et al., 2007). Mas

recientemente,  se  demostr6 que  ratones  con  CIA carentes  de  Bregs  desarrollan  una

enfermedad mas exacerbada con un incremento de las poblaciones Thl  y Thl7 y con

una disminuci6n en la poblaci6n T reguladora (Carter et al., 2012; Carter et al„  2011).

3.5.        Linfocitos B reguladores humanos en autoinmunidad

El  estudio de linfocitos 8  reguladores en  humanos  no  lleva  mss de  10 afios en

proceso, ya recien en el afio 2007 Duddy y colaboradores demostraron que la activaci6n

del  CD40  en  linfocitos  8 virgenes  estimula  la secreci6n  de  lL-10  (Duddy et al.,  2007).

Esto fue confirmado cuando la poblaci6n de linfocitos a  transicionales, esto es, linfocitos

a     emigrantes    de     la     medula     6sea     en     vias     de     maduraci6n,     de    fenotipo

CD19+CD24highcD38high,  mostr6  la  capacidad  secretar  altos  niveles  de  lL-10  y  de

inhibir  la  producci6n  de  lFN-y y  de TNF  por  linfocitos  T  CD4+  (Blair et  al.,  2010).  La

estimulaci6n  de linfocitos  8 via  TLR9 y BCR  muestra resultados similares  (Bouaziz et

al., 2010). Asimismo, la estimulaci6n de Bregs via CD40 tambi6n ha mostrado evidencia

de generar linfocitos T reguladores alo-especificos (Zheng et al., 2010).

Sobre  la  frecuencia  o  capacidad  inhibitoria  de  los  linfocitos  a  reguladores  en

autoinmunidad,   se   ha  descrito   en   esclerosis   mtlltiple   una   secreci6n   de   lL-10   por

linfocitos  8 disminuida  (Duddy et al., 2007). Algo similar ocurre en pacientes con lupus

10



eritematoso sistemico (SLE), cuyos Bregs presentan un capacidad alterada de producir

lL-10   despu6s   de   la   activaci6n   del   CD40   (Blair   et   al„   2010).   A   pesar   de   estas

deficiencias,    reportes   recientes   describen   elevadas   frecuencias   de   linfocitos   a

transicionales  en  pacientes  con  enfermedades  autoinmunes  tales  como  SLE,  artritis

reumatoide  (RA)  y sindrome de Sj6gren  en 'comparaci6n  a  individuos  sanos  (lwa{a  et

al,,  2011;  Lin et al., 2014),

3.6.        Receptores Fcven linfocitos B

Los  receptores  Fey  son  una  familia  de  receptores  cuyo  ligando  es  la  fracci6n

cristalizable (Fc) de moleculas de lgG que forman parte de los complejos inmunes. Estos

juegan  un  rol  central  en  el  balance  inmune,  controlando  la  respuesta  inmune  contra

microrganismos y  la  inducci6n  de  la tolerancia  propia.  En  humanos  existen  a  la fecha

tipos de estos receptores, denominados FcvRl, lla, llb, llc, llla y lllc. Se clasifican segun

la  naturaleza  de  la  serial   intracelular  que  transducen,   pudiendo  ser  activadores  o

inhibidores.  FcyRllb es  un  receptor de  baja  afinidad  cuya  habilidad  t]nica  es  entregar

sefiales  inhibitorias  a  traves  de  su  motivo  inhibitorio  de  inmunoreceptor  basado  en

tirosina (lTIM), ubicado en su cola citoplasmatica. Este receptor se encuentra expresado

en   leucocitos,   incluyendo   neutr6filos,   macr6fagos,   c6Iulas  dendriticas,   eosin6filos  y

linfocitos 8 (Nimmerjahn and Ravetch, 2006).

En linfocitos 8 el receptor Fcyllb es el l]nico expresado de su familia, y juega un

rol  esencial en la regulaci6n de la respuesta  humoral.  La  regulaci6n mediada  por este

receptor   ocurre   cuando   los   complej.os   inmunes   compuestos   par   lgG   se   unen

simultaneamente al BCR a trav6s del antigeno, y al FcyRllb a traves de la fracci6n Fc

de las lgGs. Esta interacci6n promueve el reclutamiento de fosfatasas que desfosforilan

intermediarios claves en la cascada de sefializaci6n gatillada por la activaci6n del BCR.

Esto   conlleva   a   la   atenuaci6n   de   la   liberaci6n   de   calcio   desde   compartimien{os
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intracelulares y de la activaci6n de factores de transcripci6n, bloqueando la proliferaci6n

de  linfocitos  a,  su  diferenciaci6n  y la  secreci6n  de  anticuerpos  (Bolland  and  Ravetch,

2000).

3.7.        El receptorFcvllb en autoinmunidad

Estudios en modelos animales reportan que la ausencia de FcyRIIb incrementa

la   susceptibilidad   a   desarrollar  diversas   enfermedades   au{oinmunes   (Bolland   and

Ravetoh,  2000).  Cuando  el  receptor es  especificamente  suprimido  en  los  linfocitos  8

ocurre el mismo fen6meno, denotando la importancia en la funci6n reguladora de la cual

es responsable este receptor cuando es expresado en linfocitos a (Yuasa et al„  1999).

Alteraciones  especfficas  en  la  expresi6n  de  FcvRllb  se  ham  encontrado  en

pacientes  afectados  por  enfermedades  autoinmunes.   Polimorfismos  en  el  gen  que

codifica  para  FcvRllb  que  determinan  la  inhabilidad  de  este  receptor  para  inhibir  las

sefiales proveniente de la activaci6n del BCR,  han sido asociados al desarrollo de SLE

(Floto et al., 2005;  Kono et al„ 2005). Otro polimorfismo asociado a esta enfermedad se

encuentra en la regi6n  promotora del gen, y que conlleva a una reducida expresi6n del

receptor (Blank et al., 2005).

Estudios   en   pacientes   con   RA   muestran   correlaci6n   entre   una   reducida

expresi6n  de  FcvRllb  y  elevados  titulos  de  autoanticuerpos  (Catalan  et  al.,  2010).

Deficiencias    en    la    habilidad    de    FcvRllb    para   seFializar   a    los   compartimientos

intracelulares de los linfocitos a ha sido descrito en pacientes con SLE, gatillando niveles

de calcio  intracelular elevados  (Enyedy et al„  2001). Tambien se ha observado  que el

aumento natural de la expresi6n de este receptor en el proceso de maduraci6n de los

linfocitos a se presenta alterado en estos pacientes  (lsaak et al„  2008;  Mackay et al.,

2006).  Es importante destacar que la expresi6n alterada de FcyRllb es revertida con la
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administraci6n de inmunoglobulinas intravenosas (Tackenberg et al., 2009), una terapia

utilizada en varias enfermedades autoinmunes,  incluyendo ES  (Levy et al., 2004).
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4.   Hip6tesis

Los  linfocitos  a  de  pacientes  con  Esclerosis  Sistemica  presentan  alteraciones  en  la

frecuencia  de  sus  sub-poblaciones  virgen,  de  memoria  y transicional,  asi  como  en  la

producci6n y secreci6n de lL-10 y en la expresi6n y funci6n de su receptor FcvRllb, en

comparaci6n a los linfocitos a de donantes sanos.
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5.    Objetivo General

Estudiar la frecuencia de sub-poblaciones y funci6n de los linfocitos a de pacientes con

Esclerosis Sistemica para contribuir a la comprensl6n de los mecanismos involucrados

en la p6rdida de tolerancia inmunol6gica subyacente a esta enfermedad.

5.1.        Objetivos Especificos

1.    Evaluar la frecuencia  de las  diferentes  sub-poblaciones  de  linfocitos  a,  virgen,

de memoria y transicional, en pacientes con Esclerosis Sist6mica y en donantes

sanos, y su capacidad de producci6n lL-10.

2.   Analizar la expresi6n del receptor FcvRllb en  linfocitos a virgenes,  de memoria

y transicionales, de pacientes con Esclerosis Sistemica y en donantes sanos.

3.    Evaluar   la   funci6n   del   receptor   FcyRllb   de   linfocitos   a   sabre   la   via   de

sefializaci6n de su receptor de antigeno, en pacientes con Esclerosis Sistemica

y en donantes sanos.

4.    Correlacionar  la  frecuencia  de  las  sub-poblaciones  de  linfocitos  a,  junto  a  la

expresi6n y funci6n del receptor FcvRllb, con la severidad de la enfermedad en

pacientes con Esclerosis Sistemica.
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6.   Materiales y M6todos

6.1.        Recllltamiento  y caracter!zaci6n clinica de pacientes con ES.

Se  reclut6  un  grupo   de  31  pacientes  con  ES  que  cumplian  los  criterios  de  la

Asociaci6n   Americana.   de   Reumatismo   para   la   Esclerosis   Sistemica   (American-

Rheumatism-Association,1980).  Fueron  clasificados  en  Esd  y  Esl  de  acuerdo  a  los

parametros   propuestos   por   LeRoy  y   Medsger   (LeRoy   and   Medsger,   2001).   Los

pacientes  fueron  sometidos  a  una  evaluaci6n   clinica   inicial   por  Reumat6logo   para

determjnar   las   caracteristicas   y   la   severidad   de   la   enfermedad.   Esta   evaluaci6n

consider6:  1)  Duraci6n de los sintomas de ES desde la primera aparici6n del fen6meno

de Raynaud;   2) Valoraci6n nutricional (Determinaci6n del lndice de masa corporal); 3)

Ensayos   generales   de   laboratorio   (hemograma,   velocidad   de   sedimentaci6n   de

eritrocitos,  perfil  bioquimico,  proteina  C  reactiva,  analisis completo  de  orina,  albi]mina

serica, radiografia de t6rax y electrocardiograma, anticuerpos antinucleares, anticuerpos

antinucleares    extraibles);    Estudios   del   compromiso   de   6rganos    (capilaroscopfa,

radiograffa    de    t6rax,    espirometria,    DLCO,    ecocardiograma,    electrocardiograma,

ProBNP,  manometria  esofagica e intestinal);  5)  Cuestionario  de evaluaci6n  del  estado

de salud   (HAQ)  modificado para ES (Poole and Steen,1991); 6) Puntaje de severidad

de   Medsger  modificado   (Medsger  et  al.,   1999);   7)   Puntaje  de   Rodnan   para   piel

modificad6 para evaluar el compromiso de la piel (Clements et al.,  1995); 8)  Un registro

del esquema terap6utico del paciente.   Lo pacientes reclutados cumplen los siguientes

criterios   de   inclusi6n:   Entre   18   y   70   afros   de   edad;   residentes   de   la   Region

Metropolitana;  un  puntaje de Rodnan 2 4;  un  puntaje de Medsger 2 7;  si  los pacientes

estaban en tratamiento deb fan estar recibiendo dosis estables de metotrexato (MTX) y

prednisona.   Los pacientes con al menos uno de los siguientes criterios de exclusi6n

no fueron considerados:  pacientes de una severidad  alta que afecta sus capacidades
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funcionales;  quienes  recibian terapia  biol6gica  (anticuerpos  anti-TNF,  anti-receptor de

lL-6,  anti-CD20,  etc.);  quienes  recibian dosis de MTX mayores a  15 mg/semana,  dosis

mayores  a  15  mg/dfa  de  prednisona,  dosis  de  azatioprina  mayores  a  100  mg/dia,  o

quienes   recibian   inmunosupresores   mayores   como   ciclosporjna,   ciclofosfamida   o

micofenolato,    o   alguna   droga   bajo   estudio;   pacientes   diagnosticados   para   otra

enfermedad   reumatica,   sindrome   de   superposici6n,   des6rdenes   linfoproliferativos,

cancer, diabetes mellitus, enfermedad cr6nica renal,  nefropatias con una velocidad de

filtraci6n glomerular menor a 60 ml/min, otra enfermedad pulmonar cr6nica, insuficiencia

cardiaca  cr6nica,   inmunodeficiencia,   enfermedades  desmielinizantes,   o   infecciones

cr6nicas.  53  individuos  sanos  fueron  reclutados  como  grupo  de  control.   La  Tabla  I

resume la informaci6n con los da{os mss relevantes de los pacientes y donantes.

Tabla I. Caracterist!cas clinicas de los paclentes y c,ontroles reclutados.
Caracteristicas Clinicas Pacientes Controles

Edad (afros) 49.3 ±  11.8 40.0±13.7

Genero (hombre/mujer) 8/23 25/28

Tiempo  desde  la  aparici6n
102.2 ±107.7de la ES (meses)

Forma difusalimitada 9/22

Puntaje de Rodnan 13.9   ±6.1

ANA positivo 31/31(100%)

Anti-Scl70  positivo 6/31  (19.4%)
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6.2.        Extracci6n de linfocitos B y de c6lulas mononucleares desangre periferlca (PBMC)

de pacientes con ES.

Previa  lectura  y firma  del  consentimiento  informado  (Ver Anexo)  por  parte  de

cada  paciente,   aproximadamente  45  mL  de  sangre  periferica  fue  obtenida  por  un

profesional  capacitado  y  depositada  en  tubos  heparinizados.   Para  la  obten;i6n  de

PBMC,  40  mL de la sangre obtenida se mezcl6 con  un volumen  equivalente de  buffer

fosfato salino (PBS) (NaH2P04 2,0 mM; Na2HP0410,0 mM;  Nacl  1,55 M) y djstribuy6

por igual en 3 tubos c6nicos de 50 mL.  Se agreg6 cuidadosamente bajo  la  muestra  15

mL de Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare Life Sciences,  UK) para crear un gradiente de

densidad y se centrifug6 a  1200 g  por 20 minutos.  Posteriormente se extrajo la porci6n

mononuclear  situada  en  la  fase  del  centro  de  las  3  formadas,  se  unificaron  las  3

porciones extraidas y se lavaron  con  buffer PBS centrifugando  5 minutos  a  1600  rpm.

Luego se resuspendi6 las celulas en 10 mL de tampon PBS y se cuantificaron utilizando

el  m6todo  de  exclusi6n  de  azul  tripan  en  camara  de  Neubauer  (Hausser  Scientific,

Horsham,   PA,   EUA).   A  continuaci6n   se   apart6   para  tinci6n  fenotipica   el  volumen

necesario  de  suspension  celular  calculado  para  7  millones  de  celulas.   El  volumen

restante se centrifug6 por 5 minutos a 1600 rpm y se resuspendi6 en los 5 mL restantes

de  sangre  periferica,   muestra  denominada  sangre  optimizada.   Posteriormente  esta

muestra  se  proces6  para  la  obtenci6n  de  linfocitos  8  mediante  el  uso  del  c6ctel  de

enriquecimiento por selecci6n negativa Roseifesep® Human a ce// Enn.chmenf Cockfai./

(Stemcell,  Vancouver,  Canada),  siguiendo  las  indicaciones del fabricante.  La fracci6n

enriquecida en  linfocitos a se diluy6 en  buffer PBS suplementado con 2% v/v de suero

fetal  bovino  (SFB,  Hyclone,  Logan,  UT,  EUA) y fue centrifugada por 5  minutos a  1600

rpm.  El  precipitado celular se resuspendi6  en soluci6n  de ACK (NH4Cl  1,5  M;  KHC03

0,1  M;  Na2-EDTA 1,0 mM) y se incub6 durante 5 minutos a temperatura ambiente para
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lisar remanentes eritrocitarios. Luego,  las c6lulas se centrifugaron por 5 minutos a  1600

rpm,  resuspendidas  en  PBS-SFB  2%  v/v,  y  se  cuantificaron  utilizando  el  metodo  de

exclusi6n  de  azul  tripan   en   camara  de   Neubauer.   Posteriormente,   la   muestra  se

centrifug6  a  900  rpm  por  10  minu{os,  para  la  eliminaci6n  de  plaquetas.  Finalmente el

precipitado se resuspendi6  en medio de congelaci6n  (90%  SFB-10% dimetil sulf6xido-

DMSO)  y  se  deposit6  en  criotubos  para  su  posterior  congelaci6n  a  -80°C  y  un  dia

despues su paso a nitr6geno liquido para su mejor conservaci6n.

6.3.        Extraccl6n de linfocitos By de c6lulas pBMc de controlessanos.

Muestras  de  concentrados  leucocitarios  (bufty coats)  de  sangre  periferica  de

donantes  sanos  fueron  obtenidas  del  Banco  de  Sangre  del  Hospital  Clinico  de  la

Universidad de Chile,  bajo los protocolos establecidos por dicha instituci6n y en base a

donantes   que   aceptaron   participar   del   proyecto   previa   lectura   y   firma   de   un

consentimiento informado (Ver Anexo).  Para la obtenci6n de PBMC, se utiliz6  1  mL del

concentrado  leucocitario  y  se  proces6  de  igual  forma  que  la  sangre  periferica  de

pacientes.  Para  la  obtenci6n  de  linfocitos  8,  el  volumen  restante  del  concentrado  se

proces6 de igual forma que la sangre optimizada de pacientes.

6.4.        Evaluaci6n del efecto de la activaci6n de FcyRllb sobre la produccl6n y secreci6n

de lL-10 induclda por la activacl6n del BCR

Linfocitos a frescos  provenientes de donantes sanos se sembraron en  placas

de 24 pocillos en medio RPMl  (Hyclone,  GE Healthcare,  USA) suplementado con SFB

al  10% v/v y con  Penicilina/Estreptomicina (Thermo-Fisher Scientific,  USA)  100x al  1%

v/v,  a  una  densidad  de  106  celulas/mL.  Las  celulas  se  estimularon  con  un  anticuerpo

agonista del BCR   (Goat Anti-Human lgG + lgM (H+L); Jackson lmmunoresearch,  USA)
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a   una   concentraci6n   de   5ug/ml.   Para   estimular   el   receptor   FcyRIIb   se   utilizaron

fragmentos Fc de lgG humana a 5 ug/mL  (Jackson lmmunoresearch, USA) agregados

previamente por calor a 65°C por 30 minutos.  Las celulas se incubaron con o sin estos

estimulos  por un  periodo de 48  hrs.  5  hrs antes de cosechar las celulas se agreg6 a

cada condici6n phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) (Sigma-Aldrich, USA) a 50 ng/ml,

ionomicina   (lo)   (Sigma-Aldrich,   USA)   a   1    ug/ml   para   estimular   la   producci6n   de

citoquinas y brefeldina A (eBioscience,  USA) a 3 ug/ml para inhibir la secreci6n celular.

Las celulas se cosecharon  para tinci6n intracelular de  lL-10 y posterior evaluaci6n  por

citometria de flujo, y los sobrenadantes fueron almacenados a -80°C para su posterior

analisis per ELISA.

6.5.        Evaluaci6n  del efecto de  la sejializaci6n  de FcvRllb sobre  la fosforilacl6n  de Akt

via activac[6n del BCR

Linfocitos a de controles sanos se cultivaron en placas de 48 pocillos en media

RPMI  SFB  10% v/v y con  Penicilina/Estreptomicina  100x al  1% v/v,  a una densidad de

106  celulas/mL.  Para  estimular el  BCR,  se  utiliz6  el  anticuerpo agonista del  BCR    a  5

i]g/mL,  por 5 minutos.  Para estimular el  receptor Fcvllb se utilizaron fragmentos Fc de

lgG  humana  agregados  por calor,  a  5|Jg/mL,  30  minutos  antes  de  la  estimulaci6n  del

BCR. A modo de comprobar el efecto de los agregados de Fc sobre el receptor FcvRllb,

se utiliz6 un inhibidor de la fosfatasa SHIP-1,  3a-Aminocholestane (3AC,  Merkmilipore,

Alemania)  a  una  concentraci6n  de  6.25  LIM,  el  cual  fue  agregado  1  hora  antes  de  la

estimulaci6n del BCR.  Luego de los 5 minutos de estimulo con el agonista del BCR las

celulas   fueron   rapidamente   fijadas   con   Fixation   Bufffer   (BD   Bioscience,   USA)   e

incubadas  por  15  minutos  a  37°C.  Finalmente  las  celulas  fueron  cosechadas  para  la

tinci6n intracelular de Akt.
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6.6.        Evaluaci6n en la producci6n ysecreci6n de lL-10 en linfocitos Bde paclentesyde

donantes sanos.

Se  utilizaron  diversas  estrategias  de  estimulaci6n  de  los  linfocitos  a  para  su

posterior analisis en la producci6n de lL-10. Se cultivaron 2xl 05 Iinfocitos a por 48 horas

en placas de 96 pocillos  con fondo c6ncavo bajo las siguientes condiciones:  1) celulas

sin  estimulo;  2)  ce]u[as estimuladas  con  5  ug/mL  del  anticuerpo  agonista  del  BCR;  3)

celulas  estimuladas  con  5  ug/mL  del  anticuerpo  agonista  del  BCR  y  con  5  iJg/mL  de

agregados de Fc;  4)  c6lulas estimuladas  con  10  ug/mL de  CpG  ODN2006  (lnvivogen,

USA) para activar el TLR9; 5) celulas estimuladas con 5  ug/mL del anticuerpo agonista

del BCR y 10 ug/mL de CpG ODN2006 y 6) c6lulas co-cultivadas en raz6n 10:1  con una

linea fibroblastos de embri6n de rat6n transfectadas con el gen que transcribe para la

proteina CD40L humana (NIH3T3/tcD40L), con la finalidad de estimular el CD40 de los

linfocitos a. En la Figura 1  podemos observar la estrategia de estimulos utilizados. Para

todas  estas  condiciones  se  agreg6  en  las  t]ltimas  5  horas  de  incubaci6n  PMA,  lo  y

Brefeldina A a las concentraciones sefialadas anteriormente. Finalmente las celulas se

cuantificaron utilizando el metodo de exclusion de azul tripan en camara de Neubauer y

se  cosecharon  para  su  posterior  tinci6n  extracelular  de  mol6culas  de  superficie  e

intracelular para  lL-10.  Los sobrenadantes se alicuotaron y almacenaron a -80°C para

su posterior analisis por ensayos de ELISAs.
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Figura 1. Esquema de estimulos utillzados para activar llnfocitos 8.  Linfocitos a purificados
fueron activados via  BCR por un anticuerpo anti-BCR,  via TLR9 par CpG y via CD40 utilizando
fibroblastos (NIH/3T3) que expresan CD40L.

6.7.        Citometr!a de Flujo

Los anticuerpos  utilizados  en  e§te trabajo fueron  los  siguientes:  anti  (a-)  CD19

FITC,  a-CD24  PEcy7,  a-CD38  APC  (Biolegend,  San  Diego,  CA,  EUA),  a-CD32  PE

(clone 7.3,  Fitzgerald  Industries International,  USA),  a-lL-10  PE  (ebioscience,  USA),  a-

pAkt   (s473)   Alexa    Fluor   488,    a-Aktl    Alexa    Fluor   488    (BD    Bjoscience,    USA).

Las   muestra§   de   PBMC  tanto  de  pacientes  como  de   controles   sanos  se

transfirieron   a   placas   de   96   pocillos   con   fondo   c6nico   a   una   densidad   de   2xl06

c6lulas/mL, se centrifugaron a 2000 rpm por 2 minutos a 4°C, y resuspendieron en PBS-

SFB al 2% v/v. Luego, las celulas se incubaron con los anticuerpos de superficie a-CD19

FITC, a-CD24 PEcy7, a-CD38 APC y a-CD32 PE  por 30 minutos, a 4°C y en oscuridad.

Al termino de la incubaci6n las celulas fueron lavadas 2 veces con PBS + 2% SFB v/v y

se resuspendieron en buffer FAGS (BD Bioscience,  USA) para su posterior analisis por

citometria de flujo.
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Los linfocitos a cosechados de los cultivos de 48 hrs se transfirieron a placas de

96 pocillos con fondo c6nico y se tifieron extracelularmente con los anticuerpos a-CD24

PEcy7  y  a-CD38  APC,  y  posteriormente  se  realjz6  la  tinci6n  intracelular.  Para  tales

efectos,  las celulas se resuspendieron en buffer fixation/permeabilization (eBioscience)

y se incubaron a 4°C por 30 minutos, en oscuridad. Pasado este tiempo, se lavaron con

buffer permwash (eBioscience) y se agreg6 el anticuerpo anti-IL10 PE por 40 minutos a

temperatura ambiente. Una vez cumplido el tiempo de incubaci6n, las c6lulas se lavaron

con buffer permwash y se resuspendieron en buffer FAGS (eBjoscience, USA) para su

posterior analisis por citometria de fluj.o.

La tinci6n  para  proteinas fosforiladas se  llev6 a  cabo  inmediatamente despu6s

de la cosecha de las celulas.  Luego de la fijaci6n,  las celulas se lavaron con PBS + 2%

SFB v/v,  se descart6 el sobrenadante y se resuspendieron en el buffer Pe/7?'} Buffer ///

(BD   Phosflow",   BD   Bios.cience,   USA)      e   incubaron   en   hielo   por   30   minutos.

Posteriormente se lavaron 2 veces con PBS + 2% SFB v/v.  Cada condici6n se separ6

en 2 pocillos para asi poder incubar una fracci6n con el anticuerpo anti-pAkt Alexa Fluor

488 y la otra con el anticuerpo anti-Aktl  Alexa  Fluor 488.  Se incubaron  por 60 minutos

a temperatura ambiente y en oscuridad. Finalmente la celulas se lavaron con PBS + 2%

SFB v/v y se resuspendieron en buffer FAGS para su posterior analisis por citometrfa de

f[ujo.

Para   todos   los   casos   las   c6lulas   se   adquirie.ron   en   el   cit6metro   de  flujo

FACscalibur,  usando  el  programa  computacional  CellQuest  Pro  (Beckton  Dickinson,

Mountain  View,  CA,  EUA),  y  el`analisis  posterior  de  los  datos  se  realjz6  usando  el

programa WinMDl 2.9 (Joseph Trotter, Scripps Research Institute,  La Jolla, CA, EUA) y

el programa FlowJo 7.6.1  (Tree Star lnc, Ashland, OR,  EUA).
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6.8.         Cuantificaci6n de lL-10 porELISA

La  cuantificaci6n  de  la  citoquina  lL-10  secretada  por los  linfocitos  a  se  realiz6

mediante  un  ensayo  de  ELISA tipo  sandw/.oh.  Los  anticuerpos  a-IL-10  (captura),  cl-lL-

10-Biotina  (detecci6n),  la  citoquina  rhlL-10,  y  la  enzima  HRP  conjugada  con  avidina

fueron  provistas  por eBioscience.  En  placas  de  96  pocillos transparentes y con  fondo

plano Maxisorp (Nunc,  USA) se jncub6 1  |Jg/mL de anticuerpo de captura a 4°C durante

una noche, se lav6 con PBS suplementado con Tween 20 (US Biologicals, Swampscott,

MA,  EUA) al 0,05% v/v y se dej6 bloqueando con PBS suplementado con albdmina de

suero  bovino  (BSA;   Rockland  lmmunochemicals,  Gilbertsville,   PA,   EUA)   al   1%  p/v.

Luego de 1  hora de incubaci6n a temperatura ambiente, la placa se lav6 y carg6 con las

muestras   previamente   descongeladas   y   con   su   respectiva   curva   de   calibraci6n

estandar, dejando en incubaci6n por la noche a 4°C.  Posteriormente,  la placa se lav6 y

carg6  con  1  ug/mL  de  anticuerpo  de  detecci6n  y  con  avidina-HRP  1:500,   se  dej6  en

incubaci6n  por  1  hora  a  temperatura  ambiente y en  oscuridad.  Finalmente  se  lav6  la

placa y se agreg6  el  sustrato TMB  (Biolegend) y se dej6 en  incubacj6n en  oscuridad

hasta que los puntos mas altos llegaron a una densidad 6ptica (DO), medida a 620 nm,

de 0,6.  Para detener la reacci6n enzimatica se agreg6  H2S041M, y la soluci6n cambi6

de color azul a amarillo.  Finalmente se midi6 la DO a 450 nm,  normalizada con la DO a

620 nm,  en un lector de absorbancia para placas (Tecan,  Mannedorf, Suiza).

6.9.        Analisis estadlsticos.

Los  datos  se  procesaron  en  el  software  Graphpad  Prism  version  5.01   (San

Diego,  CA,  USA)  para  Windows.  Para  el  analisis  estadfstico  y  la  determinaci6n  de
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significancia entre  las distintas  condiciones en  estudio,  se u{iliz6 el test de ANOVA de

una via  con test de Tukey como post-test,  o la prueba t de student,  considerando  los

valores   de p < 0.05 como significativos.
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7.   Resultados

7.1.        Definici6n de las subpoblaclones de linfocitos B de sangre periferica.

Para la selecci6n de las subpoblaciones de linfocitos a se utiliz6 la citometria de

flujo.  A  partir  del  PBMC  obtenido  se  seleccion6  mediante  los  parametros  de  tamafio

(FSC)  y  granularidad   (SSC)   la  poblaci6n   linfocitaria  (Fig.   2A).   Desde  de  la   regi6n

establecida  se  seleccion6  la  poblaci6n  de  linfocitos  8  mediante  el  uso  del  marcador

CD19 (Fig.  28).  Finalmente utilizando  la region CD19+ y en funci6n de la variaci6n  de

expresi6n  de  los  marcadores  de  superficies  CD24  y  CD38  se  definieron   las  tres

subpoblaciones   de   linfocitos    a:    CD19+CD24highcD38high    para    los   linfocitos   a

transicionales,       CD19+CD24intcD38int      para      los      linfocitos      a      virgenes      y

CD19+CD24highcD38-para los linfocitos a de memoria (Blair et al., 2010) (Fig. 2C).

26



CDl9 FITC

25.89b                                    5.37%
Memoria                      Ttanslclonal

-rf<`:.,
;-.-',`.:     `-..;/,`.  ,..=i,.    I.

c   5,   i:.

;\rfe   .

'.?l'j:`:`,,":,!~`l.

``fT

I,1

I..`8%,ah

-.? -  : ,    . .   -

.~1'       .X..:.60-,`;.vi

loo           ,'o,              ,;2             ,o'3             "

CD38 APC

Figure   2.   Estrategia   de   selecci6n   de  subpoblacione§   de   linfocitos   8   desde  sangre
perlterica.    A)  Selecci6n  de  la  poblaci6n  linfocitai.ia  desde  c6lulas  mononucleares  de  sangre
periferica  (PBMC).  8)  Selecci6n  de  la  poblaci6n  de  linfocitos  8  desde  la  poblaci6n  ljnfocitaria
mediante la expresi6n de CD19.  C)  Selecci6n de las  3 subpoblaciones de linfocitos a mediante
la expresi6n de los marcadores CD24 y CD38.

7.2.        Comparacl6n en  la frecuencia de linfocitos B y de sus subpoblaciones en sangre

periferlca entre controles sanos y pacientes con ES.

El porcentaje de linfocitos 8 en sangre periferica de 24 pacientes y 24 controles

se   determin6   mediante   citometrla   de   flujo   y   utilizando   la   estrategia   mencionada

anteriormente (Fig.  3).

Como  se  puede  observar en  la figura  3A,  los  pacientes  con  ES  presentan  un

elevado porcentaje de celulas CD19+ en comparaci6n a los controles sanos (p=0.0489)

(Fig.  3A).
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Los analisis de subpoblaciones de linfocitos a se realizaron en 30 pacientes y en

31  controles.  Como se observa en la figura 38, existe un perfil similar en la distribuci6n

de  las subpoblaciones  de  linfocitos  a  en  ambos grupos,  siendo  la  poblaci6n  virgen  la

que  presenta  mayor  frecuencia,  seguida  de  la  poblaci6n  de  memoria  y  en  menor

frecuencia la poblaci6n transicional (Fig. 38).

Sin   embargo,   se   observan   diferencias   al   comparar  la   frecuencia   de   cada

subpoblaci6n. La poblaci6n de memoria esta dfas{icamente disminuida en pacientes con

ES   (p=0.0003),   mientras  que  las  poblaciones  virgen  y  transicional   se  encuentran

incrementadas en los pacientes (p=0.0148,  p=0.0442) (Fig. 38).
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Figura 3. Frecuencia de la poblaci6n de linfocltos 8 y de sus subpoblaciones en pacientes
con  ES  y  en  controles  sanos.  A)  Porcentaje  de  linfocitos  a  en  PBMC  de  pacientes  con  ES

(n=24)   y  en  controles  sanos  (n=24).   a)   Porcentaje  de  las  subpoblaciones  de  linfocitos  8,
transicional,  virgen y memoria,  en  pacientes con  ES  (n=30)  y controles sanos  (n=31).  *p<O.05,
''`p<0.001.
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7.3.        Induccl6n de la producci6n ysecrecl6n de lL-10 en linfocitos B.

Para  el  estudio  de  la  producci6n  y  secreci6n  de  lL-10  se  estimul6  el  BCR,  el

TLR9 y el CD40 de linfocitos 8 aislados segdn fue descrito en materiales y metodos.

Como podemos observar en la figura 4A, todos los estimulos fueron capaces de

inducir la  producci6n  de lL-10.  a-BCR  (p<0.005),  CpG,  aBCRtcpG y CD40L (p<0.001

los tres)  aumentaron significativamente el  porcentaje de linfocitos a productores de lL-

10 en relaci6n a las muestras sin estimulo (Fig. 4A).  Sin embargo la secreci6n de lL-10

presenta  un   perfil  distinto.   solo  los  estimulos  que  involucran   e[  agonista  de[   BCR

presentan  un  aumento  en  la  concentraci6n  de  IL-10  en  sobrenadante  (p<0.005)  (Fig.

48).

Finalmente  se  analizaron  los  niveles  de  producci6n  de  IL-10  en  las  diferentes

subpoblaciones de linfocitos 8.  Como Todas las subpoblaciones  producen  lL-10,  pero

es  la  subpoblaci6n transicional  la  cual  presenta  la  mayor frecuencia  de  c6lulas  lL-10+

en todas las condiciones de estimulo,  incluso en celulas sin estimular (Fig. 4C).

30



f y      ¢fgrfa       ufigivf i

•    Tramaicjonats
Vlrgen

a   ken"a

Figura 4. Niveles de secreci6n y producci6n de lL.10 en linfocitos 8 purificados de sangre
perif6rica. Linfocitos a fueron cultivados por 48 horas y dejados sin est`mulo (SE) o en presencia
del agonista del  BCR (a-BCR), del tlr9 (CpG) a del CD40 (CD40L). A)  Porcentaje de linfocitos a
lL-10+    en    celulas    de    controles    sanos    (n=14)    activadas    con    diferentes    estimulos.    8)
Concentraci6n  de  IL-10  secretada  par linfocitos  a  de controles sanos  (n=16).  C)  Porcentaje cle
linfocitos 8  IL-10+ separados por subpoblaciones.  .p<0.05,  **p<O.01,  "*p<0.001.
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7.4.        Capacidad de los linfocitos B de pacientes con Es de produclrysecretarlL-10

Los linfocitos 8 aislados de pacientes (n=16) y de controles (n=16) sanos fueron

estimulados por 48 horas bajo los estimulos antes mencionados. Se realjz6  una tinci6n

intracelular para lL-10 y prueba de ELISA para evaluar la misma citoquina secretada al

sobrenadante (Fig.  5)

Coma  podemos observar en  la figura 5A,  Ias celulas de pacientes con  ES son

capaces de secretar lL-10 a concentraciones similares a los controles sanos. S6lo en la

condici6n sin estimular los linfocitos a de pacientes presentan disminuida capacidad de

secretar lL-10 (p=0.0234) (Fig. 5A).

Al   analizar   la   producci6n   de   lL-10   jntracelular  en   las   celulas   cosechadas,

podemos  observar  que  los  pacientes  con   ES   presentan  menores  frecuencias  de

ljnfocitos 8  IL-10+ frente a  los agonis{as del  BCR  (p=0.0042 y del TLR9  (p=0.0022),  y

en las celulas sin estimular (p=0.0062) (Fig. 58).
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Figura 5.  Niveles de secreci6n y producci6n de IL-10 en  linfocitos 8 de pacientes con ES

y en controles sanos.  Linfocitos 8 fueron cultivados par 48 horas y dejados sin estlmulo (SE) o
en  presencia del agonista  del  BCR  (a-BCR),  del tlr9  (CpG) a del  CD40 (CD40L).  A)  Porcentaje
de  linfocitos  a  IL-10+  en  celulas  de  pacientes  con  ES  (n=14)  y  en  controles  sanos  (n=14).  8)
Concentraci6n de lL-10 secretada par linfocitos 8 de pacientes con ES (n=16) y controles sanos

(n=16),  SE:  Sin  estimulo  *p<0,05,  ++p<0.01,  ***p<0.001.
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7.5.        Expresi6n de FcvRIIben linfocitos B de pacientes con Es y de controlessano§.

Se determin6 mediante citometria de flujo la expresi6n del receptor Fcvllb en la

superficie  de  los  linfocitos  8  de  pacientes  (n=30)  y  controles  (n=25).  Se  ana[iz6  por

subpoblaciones  para  observar diferencias  en  el  patron  de expresi6n  de este  receptor

(Fig.  6).

En  la figura 6A podemos observar que en  los linfocitos  8 de controles sanos  la

subpoblaci6n  de  memoria  presenta  niveles  elevados  de  expresi6n  del  receptor  en

comparaci6n   con    ]as   subpob]aciones   virgen   y   transicional    (p=0.0016,    p=0.0123

respectivamente)  (Fig.  6A).   Interesantemente  los  linfocitos  a  de  pacientes  con  ES

presentan un perfjl de expresi6n distinto, dado que la subpoblaci6n transicional presenta

mayor  niveles  de  expresi6n  que  la  subpoblaci6n  virgen  (p=0.0004),  mientras  que  la

subpoblaci6n de memoria no se diferencia del resto (Fig.  68).

Al  comparar los  niveles  de expresi6n  del  receptor  entre  pacientes y  controles

observamos  que  la  subpoblaci6n  transicional  de  pacientes  con  ES  expresa  niveles

mucho  mas  altos  que  la  de  controles  sanos  (p=0.0004).  Tambien  se  observa  una

expresi6n aumentada en [a subpob[aci6n virgen de pacientes (p=0.0482) (Fig. 6C).
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Figura  6.  Niveles  de  expresi6n  de  FcvRIIb  en  I]nfocltos  a  de  pacientes  con  ES  y  en
controles  sanos.  La  intensidad  de  fluorescencia  media  (MFl)  fue  utilizada  para  interpretar  la
expresi6n. A)  Expresi6n de FcyRllb en subpoblaciones de controles sanos (n=25).  8) Expresi6n
de FcvRllb en subpoblaciones de pacientes con ES (n=30).  C) Comparaci6n de la expresi6n de
FcvRllb entre pacientes y controles  por subpoblaciones.  *p<0.05,  **p<0.01,  ***p<0.001.

7.6.        Activaci6n del  receptor FcvRIIb

A fin  de  poder estudiar el  efecto  del  receptor  Fcvllb  es  necesario  activarlo  de

forma independiente al estimulo del BCR. Para esto, se utilizaron fragmentos Fc  de lgG

humana  agregados  por calor para simular el  efecto  de complejos  inmunes.  Se  realiz6

una   tinci6n   intracelular   para   Akt  fosforilado   para   observar  el   efecto   inhibitorio  del

receptor sobre  la activaci6n del  BCR,  ya que este intermediario es uno de  los  blancos

de   las  fosfatasas  activadas   par   FcvRIlb.   Se  utiliz6   el   inhibidor  3AC   como   control
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negativo,  dado  que  inhibe  la  fosfatasa  SHIP-1,  reclutada  por  receptor  FcvRllb  para

desfosforilar intermedjarios rio arriba de Akt.

En  la figura  7A  podemos  observar un  dotplot  representativo  del  aumento en  el

Akt fosforilado (pAkt)  producto de la activaci6n del  BCR  par un anticuerpo agonista, sin

alterar el  nivel de Akt total dentro de los linfocitos 8 (Fig.  7A).

Como  podemos  observar en  la figura  78,  el  porcentaje  de fosforilaci6n  de Akt

disminuyo en presencia de los fragmentos de Fc humanos agregados por calor, y este

efecto fue revertido al utilizar el inhibidor 3AC.  El porcentaje de fosforilaci6n de Akt esta

dado  por la  raz6n  entre el  porcentaje de Akt fosforilado y el  porcentaje de Akt total  en

las celulas.

Akt Total

Figura 7. Efecto de los fragmentos Fc humanos agregados por calor en la fosforilacj6n
de Akt secundaria a la activaci6n de BCR.  Linfocitos 8 fueron dejado sin estimular (SE) a
estimulados por 5 minutos con un agonista del  BCR (a-BCR),  el cual fue afiadido tambi6n a
linfocitos 8 incubados por 30 minutos con fragmentos Fc de lgG  humana agregados por calor

(Fc agg) e incubados o no con el inhibidor 3-a-aminocolestano (3AC)  por 1  hora A) Dotplots
representativos del aumento de Akt fosforilado (pAkt) en presencia del estimulo activador del
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BCR (ci-BCR).  8) Porcentaje de fosforilaci6n de Akt en presencia de fragmentos Fc humanos
agregados por calor (n=4).  *p<0.05,  **p<0.01.

7.7.        Efecto  de  la  activaci6n  del  receptor  FcvRIIb  sabre  la  producci6n  de  lL-10  por

linfocitos 8

Una vez establecida la activaci6n del  FcvRllb por los fragmentos Fc, se analiz6

su efecto sobre la  producci6n y secreci6n de lL-10 en  linfocitos  8.  Para esto,  linfocitos

8  fueron  estimulados  por  48  horas  con  a-BCR  en  conjunto  con  los  fragmentos  Fc.

Pruebas  de  ELISA  y  citometria  de  flujo fueron  realizadas  para  medir  la  producci6n  y

secreci6n de lL-10 (Fig.  8).

La  secreci6n  de  lL-10  inducida  por  la  activaci6n  del  BCR  fue  drasticamente

reducida  a   niveles  basales  cuando  se  las  celulas  estuvieron  en   presencia  de  los

fragmentos Fc (Fig. 8A). El porcentaje de linfocitos 8 IL-10+tambien disminuy6,  pero en

menor proporci6n (Fig.  88).
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Figura  8.  Efecto  de  la  activaci6n  de  FcvRllb  en  la  secreci6n  y  producci6n  de  lL-10  en
linfocltos a purificado§ de §angre periferica. . Linfocitos 8 fueron dejado sin estimular (SE) o
estimulados  par 48  horas  con  un  agonista del  BCR (a-BCR),  o en  conjunto con fragmentos  Fc
de lgG humana agregados por calor (Fc agg)  A) lnhibici6n de la secreci6n de lL-10 mediada por
fragmentos Fc humanos en linfocitos 8 (n=3).  Reducci6n en el  porcentaje de linfocitos a IL-10+
mediada  por fragmentos  Fc humanos en  linfocitos 8  (n=14).  *p<0.05,  "p<0.01,  ***p<O.001.

7.8.        Comparaci6n  de  la  funcj6n  de  FcvRllb  en  ]infocitos  8  de  pacientes  con  ES  y

controles sanos.

Linfocitos   a  de  pacientes y de controles fueron  sembrados y   estimulados  por

48  horas  con  a-BCR  en  conjunto  con  los  fragmentos  Fc  con  la  finalidad  de  observar

alguna  alteraci6n  en  la  funci6n  inhibitoria  del  receptor  FcvRllb.  Pruebas  de  ELISA  y

citometria de flujo fueron  realizadas  para medir  la secreci6n  y producci6n de  IL-10  por

linfocitos 8  (Fig.  9).

Los  linfocitos  8  de  controles  y  de  pacientes  con  ES     presentaron  inhibici6n

mediada por fragmentos Fc humanos en la secreci6n y producci6n de lL-10 gatillada par

la activacj6n del BCR,  medida tanto como el porcentaje de linfocitos a IL-10+ (Fig. 9A y

8)  como  la  concentraci6n  de  lL-10  en  sobrenadantes  (Fig.   9C  y  D).  Al  analizar  la

inhibici6n  en  la  producci6n  de  lL-10  dentro  de  las  subpoblaciones  de  linfocitos  a,  se

observa  que  esta  se  encuentra  tlnicamente  presente  en  la  subpoblaci6n  transicional,

tanto en pacientes como en controles sanos (Fig.10).
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Figura  9.  Inhibjci6n  en  la  secreci6n  y  producci6n  de  lL.10  med[ada  per fragmentos  Fc
agregados  en  llnfocitos  8 de  paclentes  con  ES y  en  controles sanos.  Linfocitos  8 fueron
dejado  sin  estimular (SE)  o  estimulados  por 48  horas con  un  agonista  del  BCR  (a-BCR),  o  en
conjunto con fragmentos Fc de lgG humana agregados por calor (Fc agg). A) y a)  lnhibici6n del

porcentaje de linfocitos a IL-10+ en controles (n=14) y en pacientes (n=13) respectivamente.  C)
y  D)  lnhibici6n  de  la  secreci6n  de  IL-10  por  ljnfocitos  8  en  controles  (n=15)  y  pacientes  (n=17)
respectivamente.  *p<0.05,  **p<0.01,  "*p<0.001.
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Figura 10.  Inhibici6n  en  la  producci6n  de IL-10 medlada por fragmentos Fc agregados en
la subpoblaciones de llnfocitos a de pac!entes con  ES y en controles sanos.  Linfocitos 8
fueron dejado sin estimular (SE) o estimulados per 48 horas con  un agonista del BCR  (a-BCR),
o  en  coniunto con  fragmentos  Fc de  lgG  humana  agregados  por calor (Fc agg).  Se  muestra  la
lnhibici6n  en  el  porcentaje  de  linfocitos  a  IL-10+  en  las  siibpoblaciones  transicional,  virgen  y
memoria  en  llnfocitos  a  de controles (A,  n=15) y pacientes  con  ES  (8,  n=15)   *p<O.05,  "p<0.01,
`''p<0.001.
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Para cuantificar la funci6n del receptor FcvRllb en la  inhibici6n de la producci6n

de  lL-10  en  pacientes  con  ES  y  controles  sanos,  se  calcul6  un  indice  de  inhibici6n

correspondiente  a  la  raz6n  entre  el  porcentaje  de  linfocitos  8  IL-10+ inducidos  por  la

activaci6n  del  BCR  y el  porcentaje de  linfocitos  lL-10+  inducidos  por  la  activaci6n  del

BCR y en presencia de fragmentos Fc agregados.

Como  podemos  observar en  la  Figura  11,  Ia  activaci6n  de  FcyRllb en  ljnfocitos

8 de pacientes  ES inhibe significativamente de mejor forma  la  producci6n de lL-10 que

en  los linfocitos  8 de  controles sanos.  Al  calcular este  indice para  las subpoblaciones,

encontramos  que  s6lo  la  poblaci6n  transicional  de  pacientes  con   ES   presenta  un

elevado  indice de inhibici6n en comparaci6n a controles sanos (Fig.11).
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Figura  11.  indice  de  inhibici6n  calculado  para  cada  subpoblaci6n  de  linfocitos  8.  Indice
calculado para la  inhibici6n mediada por fragmentos Fc humanos en la poblaci6n de linfocitos 8
total  (A)  y sus  subpoblaciones transicional  (8),  virgen  (C)  y  memoria  (D)  para  controles  sanos

(n=15)  y pacientes con  ES  (n=12).  *p<0.05,  "p<0.01

7.9.        Asociaci6n entre la frecuencia de las subpoblaciones de linfocitos B y la severidad

de la ES

A fin  de evaluar si  las frecuencias  de  las subpoblaciones  de  linfocitos  8 tienen

conexi6n  con  la  severidad  la  ES,  se realizaron  analisis estadisticos en funci6n  del tipo

de ES  y del puntaje de Rodnan, que representa la severidad de la enfermedad.

Como muestra la Figura  12,  no se logr6 encontrar asociaci6n entre la frecuencia

de las subpoblaciones de linfocitos 8 y los parametros antes descritos.
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Flgura  12.  Asociaci6n  entre  las  subpoblaciones  de  linfocitos  8  y  la  severidad  de  la
enfermedad.  Relaci6n de las subpoblaciones de linfocitos a transicional,  virgen y memoria con
el tipo  ES,  Iimitada a difusa  (panel superior),  y con  la  severidad de la  enfermedad  determinada

por un puntaje de Rodnan mayor o menor a 14 (panel inferior).
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7.10.      Asociaci6n entre los niveles expresi6n de FcvRllb  en las subpoblaciones de

linfocitos 8 y la severidad de la ES

A fin  de evaluar si  los  niveles expresi6n  de  FcvRllb   en  las  subpoblaciones  de

linfocitos  a  tienen  conexi6n  con  la  severidad  la  enfermedad,   se  realizaron  analisis

estadisticos en funci6n del tipo de ES y del puntaje de Rodnan.

Como  muestra  la  Figura  13  no  se  logr6 encontrar  relaci6n  entre  los  niveles de

expresi6n de  FcvRllb en   las subpoblaciones de linfocitos   8 y los  parametros clinicos

evaluados.
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Figura 13. Correlaciones entre la expresi6n de FcvRIIb en las subpoblaciones de linfocitos
a y la severidad de la enfermedad. Relaci6n de la expresi6n de FcvRllb en las  subpoblaciones
de linfocitos  8 transicional,  virgen  y memoria,  con  el tipo ES,  limitada a  difusa  (panel  superior)  y
con la severidad de la enfermedad determinada por el  puntaje de Rodnan (panel inferior).
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7.11.      Asociaci6n entre la capacidad de los llnfocitos 8 de pacientes con ES de secretar

IL-10 y la severidad de la enfermedad.

Los niveles de secreci6n de  lL-10  por linfocitos 8 estimulados por 48  horas via

BCR,    TLR9   y   CD40    no   se   diferencian   significativamente   entre   pacientes   que

presentaron distintos tipos de ES (Fig.  14).

®     Limitada

•    Dlfusa

Figura  14.  Asociaci6n  entre  la  capacidad  de  los  linfocitos  a  de  pacientes  con  ES  de
secretar  lL-10  y  el  tipo  de  ES  manlfestada.  Linfocitos  a  fueron  cultivados  par  48  horas  y
dejados  sin  estimulo  (SE)  a  en  presencia  del  ago"sta  del  BCR  (a-BCR),  del  tlr9  (CpG)  a  del
CD40 (CD40L).   Se muestra  la  relaci6n entre la concentraci6n de  lL-10 secretada  por linfocitos
a  estimulados  v(a  BCR,  TLR9  o  CD40L  y el  tipo  ES  manifestada  en  los  pacientes,  limitada  o
difusa.
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8.    Discusi6n

El  rol  de  los  linfocitos  8 en enfermedades autoinmunes  ha sido  principalmente

comprendido como patogenico, responsables de la secreci6n de autoanticuerpos, de la

activaci6n  de  otros tipos  celulares  hacia  un  perfil  inmunogenico  y  de  la  secreci6n  de

citoquinas pro-inflamatorias. A lo largo de los tlltimos afios, varios investigadores se ham

centrado  en  el  rol  regulador  que  los  linfocitos  a  podrian  tener  en  un  contexto  de

autoinmunidad.  Es asi como se han descrito mecanismos desplegados por linfocitos a

capaces  de  prevenir o  suprimir  respuestas  inmunes.  Estos  mecanismos  involucran  la

secreci6n de citoquinas anti-inflamatorias como lL-10 e lL4,  la inducci6n de anergia en

linfocitos T efectores y la generaci6n de linfocitos T reguladores (Yang et al. , 2013). Esta

capacidad de secretar lL-10 y la frecuencia de estos linfocitos a ha sido foco de diversos

estudios  y  se  ha  vuelto  una  componente  importante  a  la  hora  de  comprender  los

mecanismos humorales y celulares  por los  cuales  se genera  la  perdida de tolerancia

caracteristica de enfermedades autoinmunes.  Es en esta perdida de tolerancia donde

tambien  se  ha  evidenciado  que  alteraciones  en  la  expresi6n  y  funci6n  del  receptor

inhibidor   Fcvllb   en   linfocitos   a   se   relacionan   con   el   desarrollo   y   severidad   de

enfermedades autoinmunes (Blank et al., 2005; Catalan et al., 2010;  Floto et al., 2005).

En este trabajo se caracteriz6 la frecuencia de los linfocitos a secretores de lL-

10 y su capacidad de producir y secretar esta citoquina. Tambi6n se estudi6 la expresi6n

y  funci6n  del  receptor  Fcvllb  y  el  posible  mecanismo  involucrado  en  la  perdida  de

tolerancia en pacientes con ES.

Al   analizar   por   citometrfa   de   flujo   las   muestras   de   pacientes  y   controles

provenientes  de  sangre  periferica  podemos  notar  un  aumento  en  el  porcentaje  de

celulas CD19+  en  los  pacientes con  ES,  resultado  similar al  obtenido  previamente  por

44



Sato y colaboradores (Sato et al.,  2004).  Este elevado  porcentaje puede ser atribuido

como consecuencia de la enfermedad.  Interesantemente y siendo la primera evidencia

existente en esta enfermedad se observ6 ademas un elevado porcentaje de linfocitos 8

transicionales.    Resultados   similares   se   han   evidenciado   en   otras   enfermedades

autoinmunes como SLE y en el sindrome de Sj6gren (Lin et al., 2014; Sims et al., 2005).

Dado que en esta poblaci6n se encuentran los linfocitos a reguladores, su aumento se

puede  deber  a  un  mecanismo  de  compensaci6n  homeostatico  para  contrarrestar  el

ambiente  inflamatorio  que  se  desarrolla  en  la  enfermedad.  Ademas  se  observ6  una

disminuci6n  en  la  poblaci6n  de  linfocitos  a  de  memoria,   posiblemente  debido  a  la

migraci6n de estas c6Iulas a  los sitios de inflamaci6n y a una gran  conversion de esta

poblaci6n   a   celulas   plasmaticas.   La   subpoblaci6n   de   linfocitos   a   virgenes   esta

ligeramente aumentada en  pacientes,  lo que es atribuible a la repoblaci6n de linfocitos

a en respuesta a la disminuci6n de la subpoblaci6n de memoria circulante.

La  expresi6n  del  receptor  inhibidor  Fcvllb  present6  un  perfil  alterado  en  los

pacientes  con  ES,  como  podemos  observar figura  6.  La  subpoblaci6n  de  linfocitos  a

transicionales evidenci6 una elevada expresi6n de este receptor.  No hay evidencia de

la   expresi6n   aumentada   de   este   receptor   en   la   poblaci6n   transicional   en   otras

enfermedades  autoinmunes.  En  otros estudios en  enfermedades  autoinmunes,  como

RA y SLE, se ha visto una reducida expresi6n de este receptor en la subpoblaci6n de

memoria  y  esto  asociado  con  altos  niveles  de  autoanticuerpos  (Catalan  et  al„  2010;

lsaak et al., 2008; Su et al., 2004). Este fen6meno no fue observado en este trabajo. A

pesar de  que se ha  descrito  la  presencia  de  FcyRllb en  linfocitos  8 transicionales,  su

funci6n  permanece  desconocida  en  esta  subpoblaci6n  (Sims  et  al.,  2005).   En  una

reciente   publicaci6n,   se   caracteriz6   en   ratones   una   subpoblaci6n   de   linfocitos   8

secretora  de  lL-10  que  expresa  altos  niveles  de  FeyRllb,  que  facilita  la  captura  y
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endocitosis de complejos inmunes atenuando la activaci6n de la respuesta inmunes e

inhibiendo la proliferaci6n de linfocitos T CD4+ (Qian et al„ 2012). El posible mecanismo

de  c6mo  estaria  involucrada  una  eleva`da  expresi6n  de  FcvRllb  en  los  linfocitos  8

transicionales en la patogenia de ES se expone mss adelante.

Si bien todos los estimulos inducen la producci6n de lL-10, los linfocitos 8 de las

pacientes con  ES  presentan  una  disminuida  capacidad  de  producir esta  citoquina,  en

celulas sin estimular,  estimuladas via BCR y via TLR9.  En cuanto a la secreci6n de lL-

10,  s6lo  fue  posible  observar  una  reducida  secreci6n  de  lL-10  en  las  celulas  8  de

pacientes ES sin estimular, resultado relevante, dado que se ha postulado que las Bregs

circulantes serian capaces de secretar lL-10 de forma espontanea, sin estimulo previo,

siendo  una  poblaci6n  que  poseerfa  esta  citoquina  almacenada  en  vesiculas  en  su

interior.   Esta   disminuci6n   en   ]a   secreci6n   de   lL-10   ha   sido   observada   en   otras

enfermedades autoinmunes  (Blair et al.,  2010;  Flores-Borja et al„  2013).  Sin  embargo

futuros analisis funcionales, como ensayos de supresi6n de la proliferaci6n de linfocitos

T, son necesarios para comprender mejor el rol de esta poblaci6n en ES.

Es importante sefialar que el la estimulaci6n del BCR en conjunto con el TLR9 y

la estimulaci6n del CD40 son estlmulos muy fuerfes,  pudiendo anular diferencias entre

pacientes y controles sanos, sin embargo, no mos fue posible ajustar las concentraciones

tan avanzado el estudio. Otra informaci6n a tener en consideraci6n es la baja secreci6n

de  lL-10  asociada  a la estimulaci6n  del TLR9  observada  en  este estudio.  Postulamos

que fen6meno  esta  relacionado  al  almacenaje  de  los  linfocitos  8  tanto  de  pacientes

como  de  controles,   dado  que  experimentos  de  estimulaci6n  en  linfocitos  8  recien

aislados presentan niveles altos de secreci6n de lL-10 (datos no mostrados).
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La  secreci6n  y  producci6n  de  lL-10  mediada  por  la  activaci6n  del  BCR  fue

inhibida eficientemente por nuestra estrategia,  al utilizar fragmentos Fc de lgG humana

agregados por calor. Como pudimos observar tanto pacientes como controles presentan

inhibici6n en  la secreci6n y producci6n de lL-10 mediada por la activaci6n del  FcyRIIb.

Interesantemente,   la   inhibici6n   de   la   producci6n   solo   se   observa   en   la   poblaci6n

tran§icional.  A  pesar de ser la  poblaci6n  que  mas  produce  lL-10,  la funci6n  inhibitoria

del  receptor es superior que en  las  poblaciones virgen  y de memoria.  Futuros  analisis

con subpoblaciones aisladas por sorting  celular son  necesarios para  corroborar estos

resultados.

Al comparar pacientes con controles se observ6 que los linfocitos 8 de pacientes

con ES presentan una inhibici6n elevada de la producci6n de lL-10, y que esta inhibici6n

es  atin  mas  exacerbada  en  la  poblaci6n  transicional  (Fig.11).    Coincidente  con  este

resultado  es  el  hecho  que  es  esta  poblaci6n  la  que  mostraba  niveles  elevados  de

expresi6n de este receptor (Fig.  6C).  No  hay evidencias de c6mo  un  incremento  en  la

expresi6n  de  FcvRllb  en  la  subpoblaci6n  transicional  pueda  estar  involucrada  en  las

alteraciones observadas en los linfocitos 8 de pacientes con ES. Sin embargo con esta

informaci6n se puede explicar un posible mecanismo asociado a esta enfermedad en el

cual  los  linfocitos  8  transicionales,   que  son   los  principales  secretores  de  lL-10,   al

expresar altos niveles del receptor inhibidor Fcvllb, poseerian una disminuida capacidad

de    secretar    lL-10    despues    de    la    uni6n    de    complejos    inmunes    conteniendo

autoanticuerpos,  existiendo  asi  una  alteraci6n  en  un  posible  ciclo  regulador.  Futuros

ensayos   en   la   capacidad   de   estos   linfocitos   en   secretar   otras   citoquinas,   pro-

inflamatorias y anti-inflamatorias, son necesarios para comprender si la serial inhibitoria

gatillada  por este receptor,  inhibe diferencialmente los perfiles de citoquinas,  pudiendo

generar un desbalance homeostatico atin mayor en el paciente. A su vez,  ensayos de
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inhibici6n de la proliferaci6n de linfocitos T,  co-cultivados con linfocitos a de pacientes,

son necesario para comprobar si esta disminuci6n exacerbada en  la  producci6n de lL-

10 conlleva a deficiencias funcionales.

No fue posible lograr encontrar relaci6n entre los parametros intrinsecos medidos

en los linfocitos a y la severidad de la enfermedad.  Es posible que esto sea debido a la

distribuci6n  del tipo  de  ES  presentada por los  pacientes,  dado  que  la forma  difusa,  al

ser memos frecuente, hizo que los analisis fueran muy dispares en cuanto a   la cantidad

de individuos.  En cuanto a la separaci6n por el promedio del puntaje de Rodnan,  no se

tenian   los   puntajes   de  todos   los   pacientes,   disminuyendo   la   fuerza   de   los   test

estadisticos,  sin  embargo  existen  tendencias  en  los  analisis  pero  probablemente  un

mayor ntimero de pacientes reclutados pudiese esclarecer este fen6meno.
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9.   Conclusiones

•      Los   pacientes   con   ES   presentan   una   elevada  frecuencia   de   la   poblaci6n

transicional de linfocitos a en sangre periferica.

I      La  poblaci6n  transicional  de  los  pacientes  con   ES  presenta  una  expresi6n

aumentada del receptor FcyRIIb.

•      Los linfocitos B de pacientes con ES presentan una di§minuida secreci6n de lL-

10 en comparaci6n a los controles sanos.

•      Los linfocitos  8 de pacientes con  ES y controles presentan una inhibici6n  de la

producci6n y secreci6n de lL-10 mediada por el receptor FcvRllb.

•      Lo fragmentos Fc agregados por calor inhiben de mejorforma la  producci6n de

IL-10 en los linfocitos 8 de los pacientes con ES,  principalmente en la poblaci6n

transicional,  coincidentemente con su elevada expresi6n del receptor FcvRl lb.
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PartBd£{es!©!*t}.spilffigSc!8[raquipoansdiaoqueLpar!icipa®nE!stainvestigacidn

HO±ipit:i}&lj-rii*?'tt.`tjLniv8rsitind,`ri@.clij!c
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p®r triwmo`  fas;` !©!de  e§ie  formLilari8:Ty` s9. me  permiu.a  realjzar  teds;L pfegunta§  qu@

con§iiferfe  de.wi  jFti€r6s,  !as  qile fLi®rQn  conlestada§ a  mi  em!gra satistaeG`isn.  8e  m@  ha

ngrm!!ido SSnsuTfar cDr} itii mfec!ic:a €JB`¥ah©cera a !ratHntg. familia a pedir la opinidn be o!ro
•Pr#fE§if}Hn`al  fig,xpi-P3rllGiH`aGldn ;en  essle  g§Eudlo.  EftllentlQ  See  m©  darfi  unff  esg5iJa  d@  Ssle

tlQgumSfi le.' ffensiSn}c sen parifeipa r en esta inves!igagidn.

Si tiene pr€g»nfas o4 preecL[pacione5 sobre este e5iudjo, a experiri]Snfa  i=8alquier

prob!ema puodo comaettjcars9 com
Bra. Lilian S®to Sfez  At telEfario`: 9?88936  a. co!ular 9339698n

E§te  sstudlo  cuenta  cor}  Ia  aprohaSi®n  del -Comlt&  de  EtiBa  del  Ht*spital  flir[iGo

Uni+yer§idad d8 Cinile, cua!quier consul fa llamar ai §?$9®08.
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Rlfiml}rg {igl lnijq'8ijgadt}r a medico de§!gnada:  ¢.^ n.. a.. `.. i.,`dr ,,,. H A .,i ..,,.. „.;w ..,. „ i .:  „ f Q`* t „  ..t

i3ui„fo  .„`^<+.`<t  _ ,.„.,~. ,^„.."  th®.„...„.„Fitrma„„,.„ „..„..````' ...., y„,.A..Pecha:„„n   .„ h¥  `.„t.c

NouTt6FesMinistroff£FgSdetegado.,.„.,..;.....+.^.........+:t.`,...~.~.`...`~..~.;.,~,.....,.+,A.,.`..`..,~,
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