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La ciencia no es solo una disciplina de razén, sino también de romance y pasién.
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1. Resumen

La Esclerosis Sistémica (ES) es una enfermedad autoinmune caracterizada por
una fibrosis extensiva en la piel y en organos internos. Actualmente la fisiopatologia de
esta enfermedad permanece desconocida, sin embargo muchos estudios evidencian el
rol fundamental que tendria el sistema inmune en la fibrosis celular. Recientemente se
le ha asignado un rol importante a ios linfocitos B dentro del desarrollo de [a ES, esto
fundamentado en la gran cantidad de linfocitos B infiltrantes en los érganos afectados
por la ES y en [a regulacion positiva de genes asociados a los linfocitos B en lesiones
cutaneas de pacientes con ES. Lo anterior, sumado al gran ntimero de autoanticuerpos
asociados a la enfermedad y a |a existencia de alteraciones intrinsecas en los linfocitos
B de pacientes con ES otorgan evidencia que indicaria la participacion de estas células
en la patogénesis de la ES. A lo largo de los tltimos afios ha sido descrita una poblacién
de linfocitos B que participa en tolerancia, llamados linfocitos B reguladores (Bregs).
Esta poblacion es capaz de secretar IL-10 y de inhibir respuestas T efecforas, y se ha
caracterizado por el fenotipo CD19+ CD24hi CD38hi, correspondiente también a
linfocitos B transicionales. Estudios muestran que alteraciones en la frecuencia y funcion
de esta poblacion se asocian a la pérdida de tolerancia inmune. Por otro lado se ha
descrito que el receptor inhibidor FeyRllb, que atenta la sefializacion del receptor de
antigenos de los linfocitos B (BCR) al unir complejos inmunes, estd asociado al
desarrollo de enfermedades autoinmunes cuando su expresion o funcién se ve alterada.
En base lo expuesto, el objetivo de este Seminario de Titulo consistié en el estudio de
la frecuencia de subpoblaciones y funcion de los linfocitos B de pacientes con ES, para
contribuir a la comprension de los mecanismos involucrados en la pérdida de tolerancia
inmunolégica subyacente a esta enfermedad. Utilizando citometria de flujo, los

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




subpoblaciones de linfocitos B, caracterizada por un aumento en la poblacion
transicional y una disminuida poblacién de memoria. Por otro lado, mediante cultivos
celulares y pruebas de ELISA se obtuvo que los linfocitos B de pacientes presentan una
reducida capacidad de secretar IL-10 en comparacion a controles sanos. Ademsas la
expresion del receptor Feyllb en los linfocitos B de pacientes con ES se encuentra
aumentada en la subpoblacién transicional, alteracién que genera una elevada
inhibicién de la produccién de IL-10 en esta subpoblacion en presencia de ligandos del
receptor Feyllb. A raiz de los resultados obtenidos se puede sugerir un posible
mecanismo mediante el cual los linfocitos B participarian en esta enfermedad, segun el
cual, los linfocitos B fransicionales, al expresar altos niveles del receptor inhibidor Feylib,
poseerian una disminuida capacidad de secretar IL-10 después de la unién de
complejos inmunes conteniendo autoanticuerpos, existiendo asf una aiteracién 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 B cells in the development of SSc, based on findings that describe a large number of
infiltrating B cells in the organs affected by SSc and an upregulation of genes associated
with B 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 B 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 B cells
involved in tolerance has been described and called regulatory B cells (Bregs). This
population is able to secrete IL-10 and to inhibit the response of effector T cells, and has
been characterized by a CD19+ CD24hi CD38hi phenotype, which corresponds to
transitional B 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 FcyRIlb, which attenuates the B cell antigen
receptor B (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 frequency
and function of SSc patients B 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 B cells subpopulations, characterized by an increase of the

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




celi cultures and ELISA tests, B cells from patients showed a reduced ability to secrete
[L-10 compared to healthy controls. In addition, Feyllb receptor expression in B cells
from patients with SSc is increased in the transitional subpopulation, disturbance which
generates a high inhibition of production of IL-10 in this subpopulation. According to
these results a possible mechanism relating B cells with the pathogenesis of this disease
can be suggested, in which transitional B cells, by expressing high levels of inhibitor
Feyllb 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. Introduccion

3.1. La Esclerosis Sistémica (ES) o Escleroderma

La ES es una enfermedad autoinmune sistémica caracterizada por un depésito
de matriz extracelular (MEC) en la piel y en drganos internos. Este deposito conlleva a
una vasculopatia oclusiva progresiva y, eventualmente, a una disfuncion severa y a
fallas en estos érganos (Black et al., 2009). Esto se ve reflejado en sus complicaciones
caracteristicas, que incluyen crisis renales, tlceras dactilares e hipertension arterial
pulmonar (Fleming and Schwartz, 2008). Pacientes con ES presentan alteraciones
vasculares tanto en la circulacién periférica como central, las cuales se caracterizan por
una vasoconstriccion transitoria que, en la circulacion acral, genera un fendmeno
denominado Raynaud. Este fenomeno suele preceder la aparicién del resto de los
sintomas de la enfermedad. La prevalencia e incidencia mundial de la ES es
heterogénea y esto es debido a variaciones geograficas o étnicas, la poblacién mas
estudiada es Estados Unidos en donde tiene una prevalencia de 242 casos por millén y
una incidencia de 18.7 casos por millon por afic (Mayes, 2003; Rojas-Serrano, 20086).
La ES es mas frecuente en mujeres que en hombres (3-14:1) y usualmente debuta enire
la segunda y quinta década de la vida (Gabrielli et al., 2009). A nivel nacional no existen

datos epidemiolégicos sobre esta enfermedad.

A medida que la ES progresa se incrementa el niimero de érganos 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 hipertension pulmonar, la enfermedad se clasifica en difusa o limitada (ESd
o ESI) (LeRoy et al., 1988; LeRoy and Medsger, 2001). Mas alla de las manifestaciones
clinicas existen diversos marcadores serologicos que incluso preceden la aparicién de

los sintomas, como son los anticuerpos antinucleares con patron centromérico, los




anticuerpos anti-topoisomerasa | (Scl-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 dificil controlar la progresion de ia fibrosis y/o
las aiteraciones vasculares (Ramos-Casals et al., 2010). Las complicaciones en su
tratamiento y sus diversas manifestaciones tienen a la ES como una de los desérdenes
reumatolégicos con la mayor mortalidad caso especifico (Nihtyanova et al., 2007). Todo
esto ha fomentado a médicos y cientificos a intensificar Ia investigacion y estudio de

esta compleja e interesante enfermedad inmunomodulada.

3.2. Inmunopatogénesis de [a ES

Actualmente las bases moleculares fundamentales en la patogénesis de la ES
permanecen desconocidas, aunque muchos de los estudios se han focalizado en el rol
que jugaria el sistema inmune en [a fibrosis tisular. Este lento progreso se ha debido a
la complejidad de combinar las dispares observaciones obtenidas sobre esta
heterogénea enfermedad.

Muchos de los eventos clinicos descritos en pacientes de ES estan atribuidos a
la activacion del sistema inmune, confiriéndole un rol central en la fisiopatologia de la
enfermedad (Abraham and Varga, 2005; Sakkas et al., 2006; Sakkas and Platsoucas,
2004), Evidencia de esto es la temprana infiltracién de células inmunes en la piel y en
los tejidos afectados, incluyendo linfocitos T y B, mastocitos y macréfagos (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 séricos de
citoquinas como la interleuquina (IL)-4, IL-13 e IL-17. (Kurasawa et al., 2000; Sakkas et
al., 1999). Particularmente, IL-4 es una fuerte molécula pro-fribrética, caracteristica del

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




1996), de estimular la secrecion de TGF-B, otra citoquina pro-fribrética (ihn et al., 2001),
y de estimular Ia infiltracién de células mononucleares (Colotta et al., 1992). IL-13,
también del perfil Th2, es capaz de inducir fibrosis por mecanismos dependientes de
TGF-B (Lee et al,, 2001). Considerando que interferén (IFN)-y, una citoquina del tipo
Th1, es capaz de inhibir la produccién 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
participacion de [os linfocitos T en Ia ES (Charles et al., 2006), centrando por varios afios
la investigacion en este fipo celular y afribuyéndoles el rol principal como mediador del

dafio en esta enfermedad.

3.3. Rol de Ies linfocitos B en ES

Nuevos estudios han evidenciado la participacién de linfocitos B y de células
plasmaticas en ES, en los que se ha observado linfocitos B infiltrados en los érganos
afectados por ES (Hasegawa, 2010). Ademas, andlisis en lesiones cutaneas de
pacientes con ES muestran regulacion positiva de genes relacionados con linfocitos B
(Whitfield et al., 2003). Sumado a esto, existe un gran nimero de autoanticuerpos
asociados a la enfermedad tales como los anticuerpos anti-topoisomerasa I, anti-fibrilina
I, anti-centrémero, anti-metaloproteinasa-3, entre otras (Czémpély et al., 2008; Nishijima
et al., 2004; Okano, 1996; Tan et al., 1999). A raiz de que varios de estos anticuerpos
corresponden al isotipo I9G y que suelen preceder los sintomas de la enfermedad, se
cree que una interaccion entre linfocitos B y T se lleva a cabo, siendo ésta la primera

etapa del proceso patogénico de la ES (Kuwana et al., 1995).

Alteraciones intrinsecas en los finfocitos B se presentan en pacientes con ES.
Por ejemplo, se ha observado una sobreexpresién de CD19, un co-receptor responsable

de aumentar la sefializacion infracelular después de la unién del antigeno al receptor de




antigeno de las células B (BCR) (Sato et al., 2000). También se ha reportado una
relacién entre la ESI y un polimorfismo en el gen codificante de CD22, receptor
responsable de enviar una sefial inhibitoria que regula la activacion del BCR (Hitomi et
al., 2007). En ofros estudios se han reportado altos niveles séricos del factor activador
de linfocitos B (BAFF), factor de supervivencia de linfocitos B, ademas de un incremento
del transcrito de BAFF y una expresion aumentada del receptor de BAFF en [as lesiones
de piel de pacientes con ES (Matsushita et al., 2006). Todas estas alteraciones pueden
ser responsables del fenotipo mostrado por los linfocitos B de memoria en pacientes con
ES, caracterizado por una expresioén incrementada de las moléculas co-estimuladoras

CD80, CD86 y del receptor de muerte CD35 (Sato et al., 2004).

La presentacion de antigenos mediada por los linfocitos B favorece una respuesta tipo
Th2 (Mason, 1998; Stockinger et al., 1996), que esta principalmente representada por
la secrecion de IL-6, IL-10 y del factor de crecimiento transformante (TGF)-B (Hsieh et
al., 1992; Rincén et al., 1997), citoguinas envueltas en la induccién de Ja sintesis de
coldgeno vy la fibrosis de tejido (Duncan and Berman, 1991). Esto sumado a que
tratamientos con anticuerpos que depletan linfocitos B resultan efectivos para esta
enfermedad, constituyen evidencias importantes indicando la participacién de estas

células en la patogénesis de la ES (Bosello et al., 2010; Lafyatis et al., 2009).

3.4. Linfocitos B reguladores

A lo largo de los aiios se le ha asociado un rol inmunoregulador a los linfocitos
B. Por ejemplo, ratones deficientes en linfocitos B son incapaces de recuperarse de
encefalomielitis autcinmune experimental (EAE), un modelo murino de esclerosis

multiple (Wolf et al., 1996). Estudios posteriores mostraron que esta capacidad reside




en una poblacién de linfocitos B secretora de IL-10, la cual se probd que generaba
proteccién 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 células son llamadas

linfocitos B reguladores o 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 niimero de trabajos a
utilizar distintos marcajes para designar esta poblacion. La mayoria de los estudios en
ratones se han desarrollado con linfocitos B tipo B-2 (Mauri et al., 2003; Yanaba et al.,
2008), aunque también se le ha conferido actividad reguladora a linfocitos B tipo B-1
CD5+ (Shimomura et al., 2008). Estudios in vivo muestran que precursores en etapa T2
de linfocitos B de la zona marginal del bazo (T2-MZP) co-expresan una serie de
marcadores incluyendo Igh, IgD, CD19, CD21, CD23, CD24 y CD93, y que éstos
suprimen el desarrollo de CIA y atentian |a severidad de lupus espontaneo (Blair et al.,

2009, Evans et al., 2007).

La sefial requerida para gatillar la secrecion de IL-10 por estas 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 activacién del receptor CD40, a través de
su ligando CD40L, es indispensable para que las Bregs T2-MZP exhiban una funcién
reguiadora. Ofros estudios indican que para la induccién de IL-10 por las Bregs es
fundamental la activacién de los receptores de tipo toll (TLR), TLR2 y TLR4 (Yanaba et

al., 2009).




En ensayos funcionales se ha demostrado que la IL-10 derivada de Bregs
inhiben Ia generacion de respuestas del tipo Th1 y Th17 en modelos de EAE (Fillatreau
et al., 2002), y la respuesta Th1 en CIA (Mauri et al., 2003), a fravés de la supresion de
la IL-6 e IL-12 derivada de células dendriticas (Sun et al., 2005). Se ha demostrado que
las Bregs participan en [a generacién de linfocitos T reguladores Foxp3+, en donde la
secrecion de [L-10 y la expresion de las moléculas co-estimuladoras CD80 y CD86 son
necesarias, lo que sugiere una interaccion entre linfocitos T y B (Mann et al., 2007). Mas
recientemente, se demostré que ratones con CIA carentes de Bregs desarrollan una
enfermedad més exacerbada con un incremento de las poblaciones Th1y Th17 y con

una disminucion en [a poblacion T reguladora (Carter et al., 2012; Carter et al., 2011).

3.5. Linfocitos B reguladores humanos en autoinmunidad

El estudio de linfocitos B reguladores en humanos no lleva mas de 10 afios en
proceso, ya recién en el afio 2007 Duddy y colaboradores demostraron que la activacion
del CD40 en linfocitos B virgenes estimula la secrecién de IL-10 (Duddy et al., 2007).
Esto fue confirmado cuando la poblacion de linfocitos B transicionales, esto es, linfocitos
B emigrantes de la médula d6sea en vias de maduracién, de fenotipo
CD19+CD24highCD38high, mostré la capacidad secretar altos niveles de IL-10 y de
inhibir fa produccién de [FN-y y de TNF por linfocitos T CD4+ (Blair et al., 2010). La
estimulacién de linfocitos B via TLR9 y BCR muestra resultados similares (Bouaziz et
al., 2010). Asimismo, la estimulacion de Bregs via CD40 también ha mostrado evidencia

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

Sobre la frecuencia o capacidad inhibitoria de los linfocitos B reguladores en
autoinmunidad, se ha descrito en esclerosis multiple una secrecion de IL-10 por

linfocitos B disminuida (Duddy et al., 2007). Algo similar ocurre en pacientes con lupus
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eritematoso sistémico (SLE), cuyos Bregs presentan un capacidad alterada de producir
IL-10 después de [a activacién del CD40 (Blair et al., 2010). A pesar de estas
deficiencias, reportes recientes describen elevadas frecuencias de linfocitos B
transicionales en pacientes con enfermedades autoinmunes tales como SLE, artritis
reumatoide (RA) y sindrome de Sj6gren en comparacién a individuos sanos (lwata et

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

3.6. Receptores Fcy en linfocitos B

Los receptores Fcy son una familia de receptores cuyo ligando es la fraccion
cristalizable (Fc) de moléculas de 1gG que forman parte de los complejos inmunes. Estas
juegan un rol central en el balance inmune, controlando Ia respuesta inmune contra
microrganismos y la induccién de la tolerancia propia. En humanos existen a la fecha
tipos de estos receptores, denominados FcyRl, lla, I1b, lic, Illa y lllc. Se clasifican segun
la naturaleza de la sefial intracelular que fransducen, pudiendo ser activadores o
inhibidores. FcyRIIb es un receptor de baja afinidad cuya habilidad Gnica es entregar
sefiales inhibitorias a través de su motivo inhibitorio de inmunoreceptor basado en
tirosina (ITIM), ubicado en su cola citoplasmética. Este receptor se encuentra expresado
en leucocitos, incluyendo neutréfilos, macréfagos, células dendriticas, eosinéfilos y

linfocitos B (Nimmerjahn and Ravetch, 2008).

En linfocitos B el receptor Feyllb es el tinico expresado de su familia, y juega un
rol esencial en la regulacion de la respuesta humoral. La regulacién mediada por este
receptor ocurre cuando los complejos inmunes compuestos por 1gG se unen
simultaneamente al BCR a través del antigeno, y al FcyRIib a través de la fraccion Fe
de las IgGs. Esta interaccién promueve el reclutamiento de fosfatasas que desfosforilan
intermediarios claves en la cascada de sefializacién gatillada por Ia activacion del BCR.

Esto conlleva a la atenuacién de la liberacion de calcio desde compartimientos
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intracelulares y de la activacion de factores de transcripcién, blogueando la proliferacién
de linfocitos B, su diferenciacion y la secrecién de anticuerpos (Bolland and Ravefch,

2000).

3.7.  Elreceptor Feyllb en autoinmunidad

Estudios en modelos animales reportan que la ausencia de FcyRlIb incrementa
la susceptibilidad a desarrollar diversas enfermedades autoinmunes (Bolland and
Ravetch, 2000). Cuando el receptor es especificamente suprimido en los linfocitos B
ocurre el mismo fenémeno, denotando la importancia en la funcion reguladora de la cual

es responsable este receptor cuando es expresado en linfocitos B (Yuasa et al., 1999).

Alteraciones especificas en la expresién de FcyRIlb se han encontrado en
pacientes afectados por enfermedades autoinmunes. Polimorfismos en el gen que
codifica para FcyRIIb que determinan la inhabilidad de este receptor para inhibir las
sefiales proveniente de la activacién 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 [a regién promotora del gen, y que conlleva a una reducida expresion del

receptor (Blank et al., 2005).

Estudios en pacientes con RA muesfran correlacion entre una reducida
expresion de FcyRIIb y elevados titulos de autoanticuerpos (Catalan et al., 2010).
Deficiencias en la habilidad de FcyRllb para sefializar a los compartimientos
intracelulares de los linfocitos B ha sido descrito en pacientes con SLE, gatillando niveles
de calcio intracelular elevados (Enyedy et al., 2001). También se ha observado que el
aumento natural de la expresion de este receptor en el proceso de maduracién de los
linfocitos B se presenta alterado en estos pacientes (Isaék et al., 2008; Mackay ef al.,

2006). Es importante destacar que la expresion alterada de FeyRIIb es revertida con la
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administracion de inmunoglobulinas infravenosas (Tackenberg et al., 2009), una terapia

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

Los linfocitos B de pacientes con Esclerosis Sistémica presentan alteraciones en la
frecuencia de sus sub-poblaciones virgen, de memoria y fransicional, asi como en la
produccion y secrecién de IL-10 y en la expresién y funcidn de su receptor FeyRIlb, en

comparacién a los linfocitos B de donantes sanos.
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6. Objetivo General

Estudiar la frecuencia de sub-poblaciones y funcién de los linfocitos B de pacientes con

Esclerosis Sistémica para contribuir a la comprensién de los mecanismos involucrados

en ia pérdida de tolerancia inmunoldgica subyacente a esta enfermedad.

5.1.

Objetivos Especificos
Evaluar la frecuencia de las diferentes sub-poblaciones de linfocitos B, virgen,
de memoria y transicional, en pacientes con Esclerosis Sistémica y en donantes

sanos, Y su capacidad de produccién IL-10.

Analizar [a expresion del receptor FeyRIlb en linfocitos B virgenes, de memoria

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

Evaluar la funcién del receptor FcyRIIb de linfocitos B sobre la via de
sefializacion de su receptor de antigeno, en pacientes con Esclerosis Sistémica

y en donantes sanos.

Correlacionar la frecuencia de las sub-poblaciones de linfocitos B, junto a la
expresion y funcién del receptor FcyRIIb, con la severidad de Ia enfermedad en

pacientes con Esclerosis Sistémica.
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6. Materiales y Métodos

6.1.  Reclutamiento y caracterizacién clinica de pacientes con ES.

Se recluté un grupo de 31 pacientes con ES que cumplian los criterios de la
Asociacion Americana de Reumatismo para la Esclerosis Sistémica (American-
Rheumatism-Association, 1980). Fueron clasificados en ESd y ESI de acuerdo a los
parametros propuestos por LeRoy y Medsger (LeRoy and Medsger, 2001). Los
pacientes fueron sometidos a una evaluacién clinica inicial por Reumatologo para
determinar las caracteristicas y la severidad de la enfermedad. Esta evaluacién
considerd: 1) Duracién de los sintomas de ES desde la primera aparicién del fenomeno
de Raynaud; 2) Valoracién nutricional (Determinacion del Indice de masa corporai); 3)
Ensayos generales de laboratorio (hemograma, velocidad de sedimentacion de
eritrocitos, perfil bioquimico, protefna C reactiva, andlisis completo de orina, albumina
sérica, radiografia de térax y electrocardiograma, anticuerpos antinucleares, anticuerpos
antinucleares extraibles); Estudios del compromiso de érganos (capilaroscopia,
radiografia de térax, espirometrfa, DL.CO, ecocardiograma, electrocardiograma,
ProBNP, manometria esofagica e intestinal); 5) Cuestionario de evaluacién 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
modificado para evaluar el compromiso de la piel (Clements et al., 1995); 8) Un registro
del esquema terapéutico del paciente. Lo pacientes reclutados cumplen los siguientes
criterios de inclusién: Entre 18 y 70 afios de edad: residentes de la Regién
Metropolitana; un puntaje de Rodnan 2 4; un puntaje de Medsger 2 7: si los pacientes
estaban en fratamiento debian estar recibiendo dosis estables de metotrexato (MTX) y
prednisona. Los pacientes con al menos uno de los siguientes criterios de exclusién

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

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

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

quienes recibian inmunosupresores mayores como ciclosporina, ciclofosfamida o

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

enfermedad reumatica, sindrome de superposicion, desérdenes linfoproliferativos,

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

filtracién glomerular menor a 60 mifmin, otra enfermedad pulmonar crénica, insuficiencia

cardiaca cronica, inmunodeficiencia, enfermedades desmielinizantes, o infecciones

crénicas. 53 individuos sanos fueron reclutados como grupo de control. La Tabla |

resume la informacion con ios datos mas relevantes de los pacientes y donantes.

Tabla l. Caracteristicas clinicas de los pacientes y controles reclutados.

Caracteristicas Clinicas Pacientes Controles
Edad (afios) 49.3+11.8 40.0£13.7
Género (hombre/mujer) 8/23 25/28
Tiempo desde la aparicion

de la ES (meses) 102.2 +107.7

Forma difusaflimitada 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.  Extraccién de linfocitos B y de células mononucleares de sangre periférica (PBMC)
de pacientes con ES.

Previa lectura y firma del consentimiento informado (Ver Anexo) por parte de
cada paciente, aproximadamente 45 mL de sangre periférica fue obtenida por un
profesional capacitado y depositada en tubos heparinizados. Para la obtencion de
PBMC, 40 mL de la sangre obtenida se mezclé con un volumen equivalente de buffer
fosfato salino (PBS) (NaH2PO4 2,0 mM; Na2HPO4 10,0 mM; NaCl 1,55 M) y distribuyé
por igual en 3 tubos conicos de 50 mL. Se agrego cuidadosamente bajo la muestra 15
mL. de Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare Life Sciences, UK) para crear un gradiente de
densidad y se centrifugé a 1200 g por 20 minutos. Posteriormente se extrajo la porcion
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 resuspendio las células en 10 mL de tampon PBS y se cuantificaron utilizando
el método de exclusion de azul tripan en camara de Neubauer (Hausser Scientific,
Horsham, PA, EUA). A continuacién se apartd para tincién fenotipica el volumen
necesario de suspensién celular calculado para 7 millones de células. El volumen
restante se centrifugd por 5 minutos a 1600 rpm y se resuspendi6 en los 5 mL restantes
de sangre periférica, muestra denominada sangre optimizada. Posteriormente esta
muestra se procesé para la obtencion de linfocitos B mediante el uso del coctel de
enriquecimiento por seleccién negativa RosefteSep® Human B cell Enrichment Cockiail
(StemCell, Vancouver, Canadé), siguiendo las indicaciones del fabricante. La fraccion
enriquecida en linfocitos B 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 solucién de ACK (NH4CI 1,5 M: KHCO3

0,1 M; Na2-EDTA 1,0 mM) y se incubé durante 5 minutos a temperatura ambiente para
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lisar remanentes eritrocitarios. Luego, las células se centrifugaron por 5 minutos a 1600
rpm, resuspendidas en PBS-SFB 2% vlv, y se cuantificaron utilizando el método de
exclusion de azul tripan en camara de Neubauer. Posteriormente, la muestra se
centrifugé a 900 rpm por 10 minutos, para la eliminacion de plaquetas. Finalmente el
precipitado se resuspendio en medio de congelacion (90% SFB-10% dimetil sulféxido-
DMSO) y se deposité en cristubos para su posterior congelacién a -80°C y un dia

después su paso a nitrdgeno liquido para su mejor conservacion.

6.3. Extraccién de linfocitos B y de células PBMC de controles sanos.

Muestras de concentrados leucocitarios (buffy coats) de sangre periférica de
donantes sanos fueron obtenidas del Banco de Sangre del Hospital Ciinico de [a
Universidad de Chile, bajo los protocolos establecidos por dicha institucién y en base a
donantes que aceptaron participar del proyecto previa lectura y firma de un
consentimiento informado (Ver Anexo). Para la obtencién de PBMC, se utilizé 1 mL del
concentrado leucocitario y se procesé de igual forma que la sangre periférica de
pacientes. Para la obtencién de linfocitos B, el volumen restante del concentrado se

proceso de igual forma que ia sangre optimizada de pacientes.

6.4.  Evaluacion del efecto de la activacién de FcyRIIb sobre la produccion y secrecién
de IL-10 inducida por la activacién del BCR

Linfocitos B frescos provenientes de donantes sanos se sembraron en placas
de 24 pocillos en medio RPMI (HyClone, GE Healthcare, USA) suplementado con SFB
al 10% viv y con Penicilina/Estreptomicina (Thermo-Fisher Scientific, USA) 100x al 1%
viv, a una densidad de 10° células/mL. Las células se estimularon con un anticuerpo

agonista del BCR (Goat Anti-Human 1gG + IgM (H+L); Jackson Immunoresearch, USA)
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a una concentracién de 5Sug/ml. Para estimular el receptor FeyRilb se utilizaron
fragmentos Fc de IgG humana a 5 pg/mL (Jackson Immunoresearch, USA) agregados
previamente por calor a 65°C por 30 minutos. Las células se incubaron con o sin estos
estimulos por un periodo de 48 hrs. 5 hrs antes de cosechar las células se agregé a
cada condicion phorbol 12-myristate 13-acetato (PMA) (Sigma-Aldrich, USA) a 50 ng/ml,
jonomicina (lo) (Sigma-Aldrich, USA) a 1 pg/ml para estimular la produccion de
citoquinas y brefeldina A (eBioscience, USA) a 3 pg/ml para inhibir la secrecién celular.
Las células se cosecharon para tincién intracelular de IL-10 y posterior evaluacion por
citormetria de flujo, y los sobrenadantes fueron almacenados a -80°C para su posterior

andlisis por ELISA.

6.5. Evaluacién del efecto de la sefializacién de FcyRlIb sobre la fosforilacion de Akt
via activacién del BCR

Linfocitos B de controles sanos se cultivaron en placas de 48 pociflos en medio
RPMI SFB 10% v/v y con Penicilina/Estreptomicina 100x al 1% v/v, a una densidad de
108 células/ml.. Para estimular el BCR, se utilizé el anticuerpo agonista del BCR a 5
pg/mL, por 5 minutos. Para estimular el receptor Feyllb se utilizaron fragmentos Fc de
19G humana agregados por calor, a 5ug/mL, 30 minutos antes de la estimulacion del
BCR. A modo de comprobar el efecto de los agregados de Fc sobre el receptor FcyRlib,
se utilizé un inhibidor de la fosfatasa SHiIP-1, 3a-Aminocholestane (3AC, Merkmilipore,
Alemania) a una concentracion de 6.25 pM, el cual fue agregado 1 hora antes de la
estimulacion del BCR. Luego de los 5 minutos de estimulo con el agonista del BCR las
ceélulas fueron rapidamente fijadas con Fixation Bufffer (BD Bioscience, USA) e
incubadas por 15 minutos a 37°C. Finalmente las células fueron cosechadas para la

fincion intracelular de Akt.
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6.6.  Evaluacion en la produccién y secrecion de IL-10 en linfocitos B de pacientes y de
donantes sanos.

Se utilizaron diversas estrategias de estimulacion de los linfocitos B para su
posterior andlisis en la produccién de IL-10. Se cultivaron 2x10° linfocitos B por 48 horas
en placas de 96 pocillos con fondo céncavo bajo las siguientes condiciones: 1) células
sin estimulo; 2) células estimuladas con 5 pg/mL del anticuerpo agonista del BCR; 3)
celulas estimuladas con 5 pg/mL del anticuerpo agonista del BCR y con 5 pg/mL de
agregados de Fc; 4) células estimuladas con 10 pg/mL de CpG ODN2008 (Invivogen,
USA) para activar el TLR9; 5) células estimuladas con 5 pg/mL del anticuerpo agonista
del BCR y 10 pg/mL de CpG ODN2006 y 6) células co-cuitivadas en razén 10:1 con una
linea fibroblastos de embrién de ratén transfectadas con el gen que transcribe para la
proteina CD40L humana (NIH3T3/CD40L), con la finalidad de estimular el CD40 de los
linfocitos B. En la Figura 1 podemos observar la estrategia de estimulos utilizados. Para
todas estas condiciones se agregé en las dltimas 5 horas de incubacion PMA, lo y
Brefeldina A a las concentraciones sefialadas anteriormente. Finalmente las células se
cuantificaron utilizando el método de exclusion de azul tripan en camara de Neubauer y
se cosecharon para su posterior fincion extracelular de moléculas de superficie e
intracelular para 1L-10. Los sobrenadantes se alicuotaron y almacenaron a -80°C para

su posterior andlisis por ensayos de ELISAs.
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NIH/3T3

Figura 1. Esquema de estimulos utilizados para activar linfocitos B. Linfocitos B purificados
fueron activados via BCR por un anticuerpo anti-BCR, via TLR9 por CpG y via CD40 utilizando
fibroblastos (NIH/3T3) que expresan CD40L.

6.7. Citometria de Flujo

Los anticuerpos utilizados en este 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-IL-10 PE (ebioscience, USA), a-
pAkt (s473) Alexa Fluor 488, a-Akt1 Alexa Fluor 488 (BD Bioscience, USA).

Las muestras de PBMC tanto de pacientes como de controles sanos se
transfirieron a placas de 96 pocillos con fondo cénico a una densidad de 2x10°
células/mL, se centrifugaron a 2000 rpm por 2 minutos a 4°C, y resuspendieron en PBS-
SFB al 2% v/v. Luego, las células se incubaron con los anticuerpos de superficie a-CD19
FITC, a-CD24 PECy7, a-CD38 APC y a-CD32 PE por 30 minutos, a 4°C y en oscuridad.
Al término de la incubacion las células fueron lavadas 2 veces con PBS + 2% SFB v/v y
se resuspendieron en buffer FACS (BD Bioscience, USA) para su posterior andlisis por

citometria de flujo.
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Los linfocitos B 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
PECyY7 y a-CD38 APC, y posteriormente se realizd la tincién intracelular. Para tales
efectos, las células 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 agregé el anticuerpo anti-IL10 PE por 40 minutos a
temperatura ambiente. Una vez cumplido el tiempo de incubacion, las células se lavaron
con buffer permwash y se resuspendieron en buffer FACS (eBioscience, USA) para su

posterior andlisis por citometria de fiujo.

La tincion para proteinas fosforitadas se llevé a cabo inmediatamente después
de la cosecha de las células. Luego de la fijacion, las células se lavaron con PBS + 2%
SFB viv, se descartt el sobrenadante y se resuspendieron en el buffer Perm Buffer IiI
(BD Phosflow™, BD Bioscience, USA) e incubaron en hielo por 30 minutos.
Posteriormente se lavaron 2 veces con PBS + 2% SFB v/v. Cada condicidn se separé
en 2 pocillos para asi poder incubar una fraccién con el anticuerpo anti-pAkt Alexa Fluor
488 y la otra con el anticuerpo anti-Aki1 Alexa Fluor 488. Se incubaron por 60 minutos
a temperatura ambiente y en oscuridad. Finalmente la células se lavaron con PBS + 2%
SFB vivy se resuspendieron en buffer FACS para su posterior anélisis por citometria de

flujo.

Para fodos los casos las células se adquirieron en el citémetro de flujo
FACSCalibur, usando el programa computacional CellQuest Pro (Beckion Dickinson,
Mountain View, CA, EUA), y el\ analisis posterior de los datos se realizd usando el
programa WinMDI 2.9 (Joseph Trotter, Scripps Research [nstitute, La Jolla, CA, EUA) y

el programa FlowJo 7.6.1 (Tree Star Inc, Ashland, OR, EUA).
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6.8. Cuantificacién de IL-10 por ELISA

La cuantificacién de la citoquina IL-10 secretada por los linfocitos B se realizd
mediante un ensayo de ELISA tipo sdndwich. Los anticuerpos a-IL-10 (captura), a-IL-
10-Biotina (deteccidn), la citoquina rhiL-10, y la enzima HRP conjugada con avidina
fueron provistas por eBioscience. En placas de 96 pocillos transparentes y con fondo
plano MaxiSorp (Nunc, USA) se incubé 1 pg/mL de anticuerpo de captura a 4°C durante
una noche, se lavé con PBS suplementado con Tween 20 (US Biologicals, Swampscott,
MA, EUA) al 0,05% viv y se dejé blogueando con PBS suplementado con albiimina de
suero bovino (BSA; Rockland Immunochemicals, Gilbertsville, PA, EUA) al 1% piv.
Luego de 1 hora de incubacién a temperatura ambiente, la placa se lavé y cargé con las
muestras previamente descongeladas y con su respectiva curva de calibracion
estandar, dejando en incubacion por Ia noche a 4°C. Posteriormente, la placa se lavé y
cargo con 1 pg/mL de anticuerpo de deteccion y con avidina-HRP 1:500, se dejé en
incubacién por 1 hora a temperatura ambiente y en oscuridad. Finalmente se lavo la
placa y se agregd el sustrato TMB (Biolegend) y se dejé en incubacion en oscuridad
hasta que los puntos mas altos llegaron a una densidad éptica (DO), medida a 620 nm,
de 0,6. Para detener la reaccion enzimatica se agregd H,SO4 1M, y la solucién cambio
de color azul a amarillo. Finalmente se midié 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 estadisticos.

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

Diego, CA, USA) para Windows. Para el analisis estadistico y la determinacion de
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significancia entre las distintas condiciones en estudio, se utilizo 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.  Definicion de las subpoblaclones de linfocitos B de sangre periférica.

Para la seleccién de las subpoblaciones de linfocitos B se utilizé Ia citometria de
flujo. A partir del PBMC obtenido se seleccion6 mediante los parametros de tamario
(FSC) y granularidad (SSC) la poblacion linfacitaria (Fig. 2A). Desde de la region
establecida se seleccioné la poblacion de linfocitos B mediante el uso del marcador
CD19 (Fig. 2B). Finalmente utilizando la regién CD18+ y en funcién de la variacion de
expresién de los marcadores de superficies CD24 y CD38 se definieron las tres
subpoblaciones de linfocitos B: CD19+CD24highCD38high para los linfocitos B
transicionales, CD19+CD24intCD38int para los linfocitos B virgenes vy

CD19+CD24highCD38- para los linfocitos B de memoria (Blair et al., 2010) (Fig. 2C).
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Figura 2. Estrategia de selecciéon de subpoblaciones de linfocitos B desde sangre
periférica. A) Seleccion de la poblacion linfocitaria desde células mononucleares de sangre
periférica (PBMC). B) Seleccién de la poblacion de linfocitos B desde la poblacién linfocitaria
mediante la expresion de CD19. C) Seleccion de las 3 subpoblaciones de linfocitos B mediante
la expresion de los marcadores CD24 y CD38.

7.2 Comparacioén en la frecuencia de linfocitos B y de sus subpoblaciones en sangre
periférica entre controles sanos y pacientes con ES.

El porcentaje de linfocitos B en sangre periférica de 24 pacientes y 24 controles
se determiné mediante citometria 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 células CD19+ en comparacion a los controles sanos (p=0.0489)

(Fig. 3A).
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Los analisis de subpoblaciones de linfocitos B se realizaron en 30 pacientes y en
31 controles. Como se observa en la figura 3B, existe un perfil similar en la distribucion
de las subpoblaciones de linfocitos B en ambos grupos, siendo la poblacitn virgen la
que presenta mayor frecuencia, seguida de la poblacién de memoria y en menor

frecuencia la poblacién transicional (Fig. 3B).

Sin embargo, se observan difetencias al comparar la frecuencia de cada
subpoblacion. La poblacién de memoria esta drasticamente 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. 3B).
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Figura 3. Frecuencia de la poblacién de linfocitos B y de sus subpoblaciones en pacientes
con ES y en controles sanos. A) Porcentaje de linfocitos B en PBMC de pacientes con ES
(n=24) y en controles sanos (n=24). B) Porcentaje de las subpoblaciones de linfocitos B,
transicional, virgen y memoria, en pacientes con ES (n=30) y controles sanos (n=31). *p<0.05,
***p<0.001.
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7.3.  Induccién de la produccion y secrecion de IL-10 en linfocitos B.
Para el estudio de la produccion y secrecion de IL-10 se estimulé el BCR, el

TLRS y el CD40 de linfocitos B aislados segtin fue descrito en materiales y métodos.

Como podemos observar en la figura 4A, todos los estimulos fueron capaces de
inducir la produccién de IL-10. a-BCR (p<0.005), CpG, aBCR+CpG y CD40L (p<0.001
los tres) aumentaron significativamente el porcentaje de linfocitos B productores de IL-
10 en relacion a las muestras sin estimulo (Fig. 4A). Sin embargo la secrecion de I1L-10
presenta un perfil distinto. Solo los estimulos que involucran el agonista del BCR
presentan un aumento en la concentracion de IL-10 en sobrenadante (p<0.005) (Fig.

4B).

Finalmente se analizaron los niveles de produccién de IL-10 en las diferentes
subpoblaciones de linfocitos B. Como Todas las subpoblaciones producen IL-10, pero
es la subpoblacidn transicional la cual presenta la mayor frecuencia de células [L-10+

en todas las condiciones de estimulo, incluso en células sin estimular (Fig. 4C).
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Figura 4. Niveles de secrecion y produccion de IL-10 en linfocitos B purificados de sangre
periférica. Linfocitos B fueron cultivados por 48 horas y dejados sin estimulo (SE) o en presencia
del agonista del BCR (a-BCR), del tir9 (CpG) o del CD40 (CD40L). A) Porcentaje de linfocitos B
IL-10+ en ceélulas de controles sanos (n=14) activadas con diferentes estimulos. B)
Concentracion de IL-10 secretada por linfocitos B de controles sanos (n=16). C) Porcentaje de
linfocitos B IL-10+ separados por subpoblaciones. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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7.4.  Capacidad de los linfocitos B de pacientes con ES de producir y secretar IL-10
Los linfocitos B aislados de pacientes (n=16) y de controles (n=16) sanos fueron

estimulados por 48 horas bajo los estimulos antes mencionados. Se realizé una tincion

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

sobrenadante (Fig. 5)

Como podemos observar en [a figura 5A, las células de pacientes con ES son
capaces de secretar IL-10 a concentraciones similares a los controles sanos. Séloenla
condicién sin estimular los linfocitos B de pacientes presentan disminuida capacidad de

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

Al analizar la produccion de IL-10 intracelular en las células cosechadas,
podemos observar que los pacientes con ES presentan menores frecuencias de
linfocitos B [L-10+ frente a los agonistas del BCR (p=0.0042 y del TLR9 (p=0.0022), y

en las células sin estimular (p=0.0062) (Fig. 5B).
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Figura 5. Niveles de secrecion y produccion de IL-10 en linfocitos B de pacientes con ES
y en controles sanos. Linfocitos B fueron cultivados por 48 horas y dejados sin estimulo (SE) o
en presencia del agonista del BCR (a-BCR), del tIr9 (CpG) o del CD40 (CD40L). A) Porcentaje
de linfocitos B IL-10+ en células de pacientes con ES (n=14) y en controles sanos (n=14). B)
Concentracién de IL-10 secretada por linfocitos B 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. Expresion de FcyRIIb en linfocitos B de pacientes con ES y de controles sanos.
Se determind mediante citometria de flujo la expresién del receptor Feylib en la
superficie de los linfocitos B de pacientes (n=30) y coniroles (n=25). Se analizé por

subpoblaciones para observar diferencias en el patrén de expresion de este receptor

(Fig. 6).

En la figura 6A podemos observar que en los linfocitos B de controles sanos la
subpoblacion de memoria presenta niveles elevados de expresion del receptor en
comparacidon con las subpoblaciones virgen y transicional (p=0.0016, p=0.0123
respectivamente) (Fig. 6A). Interesantemente los linfocitos B de pacientes con ES
presentan un perfil de expresion distinto, dado que la subpoblacién transicional presenta
mayor niveles de expresion que la subpoblacion virgen (p=0.0004), mientras que la

subpoblacion de memoria no se diferencia del resto (Fig. 6B).

Al comparar los niveles de expresién del receptor entre pacientes y controles
observamos que la subpoblacién transicional de pacientes con ES expresa niveles
mucho méas altos que la de controles sanos (p=0.0004}. También se observa una

expresion aumentada en [a subpoblacion virgen de pacientes (p=0.0482) (Fig. 6C).
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Figura 6. Niveles de expresion de FcyRllb en linfocitos B de pacientes con ES y en
controles sanos. La intensidad de fluorescencia media (MFI) fue utilizada para interpretar la
expresion. A) Expresion de FcyRIIb en subpoblaciones de controles sanos (n=25). B) Expresion
de FcyRIIb en subpoblaciones de pacientes con ES (n=30). C) Comparacion de la expresion de
FcyRIlb entre pacientes y controles por subpoblaciones. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
7.6. Activacion del receptor FcyRIlb

A fin de poder estudiar el efecto del receptor Fcyllb es necesario activarlo de
forma independiente al estimulo del BCR. Para esto, se utilizaron fragmentos Fc de IgG
humana agregados por calor para simular el efecto de complejos inmunes. Se realizo
una tincion intracelular para Akt fosforilado para observar el efecto inhibitorio del

receptor sobre la activacion del BCR, ya gue este intermediario es uno de los blancos

de las fosfatasas activadas por FcyRIllb. Se utilizé el inhibidor 3AC como control
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negativo, dado que inhibe la fosfatasa SHIP-1, reclutada por receptor FcyRIlb para

desfosforilar intermediarios rio arriba de Akt.

En la figura 7A podemos observar un dotplot representativo del aumento en el
Akt fosforilado (pAkt) producto de la activacion del BCR por un anticuerpo agonista, sin

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

Como podemos observar en la figura 7B, el porcentaje de fosforilacion 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 fosforilacion de Akt esta

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

las células.
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Figura 7. Efecto de los fragmentos Fc humanos agregados por calor en la fosforilacion
de Akt secundaria a la activacion de BCR. Linfocitos B fueron dejado sin estimular (SE) o
estimulados por 5 minutos con un agonista del BCR (a-BCR), el cual fue afiadido también a
linfocitos B incubados por 30 minutos con fragmentos Fc de IgG 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 (x-BCR). B) Porcentaje de fosforilacion de Akt en presencia de fragmentos Fc humanos
agregados por calor (n=4). *p<0.05, **p<0.01.

7.7.  Efecto de la activacion del receptor FcyRlilb sobre la produccién de IL-10 por
linfocitos B

Una vez establecida la activacion del FcyRIIb por los fragmentos Fc, se analizé
su efecto sobre la produccion y secrecién de IL-10 en linfocitos B. Para esto, linfocitos
B 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 produccién y

secrecion de [L-10 (Fig. 8).

La secrecién de IL-10 inducida por [a activacion del BCR fue drasticamente
reducida a niveles basales cuando se las células estuvieron en presencia de los
fragmentos Fc (Fig. 8A). El porcentaje de linfocitos B IL-10* también disminuyd, pero en

menor proparcion (Fig. 8B).
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Figura 8. Efecto de la activacion de FcyRIlb en la secrecion y produccién de IL-10 en
linfocitos B purificados de sangre periférica. . Linfocitos B fueron dejado sin estimular (SE) o
estimulados por 48 horas con un agonista del BCR (a-BCR), o en conjunto con fragmentos Fc
de IgG humana agregados por calor (Fc agg) A) Inhibicién de la secrecion de IL-10 mediada por
fragmentos Fc humanos en linfocitos B (n=3). Reduccién en el porcentaje de linfocitos B IL-10+
mediada por fragmentos Fc humanos en linfocitos B (n=14). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

7.8. Comparacion de la funcion de FcyRIlb en linfocitos B de pacientes con ES y

controles sanos.

Linfocitos B 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 alteracion en la funcién inhibitoria del receptor FcyRIIb. Pruebas de ELISA y

citometria de flujo fueron realizadas para medir la secrecion y produccion de IL-10 por

linfocitos B (Fig. 9).

Los linfocitos B de controles y de pacientes con ES presentaron inhibicién
mediada por fragmentos Fc humanos en la secrecion y produccién de IL-10 gatillada por
la activacion del BCR, medida tanto como el porcentaje de linfocitos B IL-10+ (Fig. 9A y
B) como la concentracién de IL-10 en sobrenadantes (Fig. 9C y D). Al analizar la
inhibicion en la produccion de IL-10 dentro de las subpoblaciones de linfocitos B, se
observa que ésta se encuentra Unicamente presente en la subpoblacién transicional,

tanto en pacientes como en controles sanos (Fig. 10).
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Figura 9. Inhibicion en la secrecion y produccion de IL-10 mediada por fragmentos Fc
agregados en linfocitos B de pacientes con ES y en controles sanos. Linfocitos B fueron
dejado sin estimular (SE) o estimulados por 48 horas con un agonista del BCR (a-BCR), o en
conjunto con fragmentos Fc de IgG humana agregados por calor (Fc agg). A) y B) Inhibicion del
porcentaje de linfocitos B IL-10+ en controles (n=14) y en pacientes (n=13) respectivamente. C)
y D) Inhibicién de la secrecion de IL-10 por linfocitos B en controles (n=15) y pacientes (n=17)
respectivamente. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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Figura 10. Inhibicién en la produccién de IL-10 mediada por fragmentos Fc agregados en
la subpoblaciones de linfocitos B de pacientes con ES y en controles sanos. Linfocitos B
fueron dejado sin estimular (SE) o estimulados por 48 horas con un agonista del BCR (a-BCR),
0 en conjunto con fragmentos Fc de IgG humana agregados por calor (Fc agg). Se muestra la
inhibicién en el porcentaje de linfocitos B IL-10+ en las subpoblaciones transicional, virgen y
memoria en linfocitos B de controles (A, n=15) y pacientes con ES (B, n=15). *p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001.
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Para cuantificar la funcién del receptor FcyRIlb en la inhibiciéon de la produccion
de IL-10 en pacientes con ES y controles sanos, se calculdé un indice de inhibicién
correspondiente a la razén entre el porcentaje de linfocitos B IL-10+ inducidos por la
activacion del BCR y el porcentaje de linfocitos IL-10+ inducidos por la activacion del

BCR y en presencia de fragmentos Fc agregados.

Como podemos observar en la Figura 11, la activacion de FcyRIIb en linfocitos
B de pacientes ES inhibe significativamente de mejor forma la produccion de IL-10 que
en los linfocitos B de controles sanos. Al calcular este indice para las subpoblaciones,
encontramos que soélo la poblacién transicional de pacientes con ES presenta un

elevado indice de inhibicion en comparacion a controles sanos (Fig. 11).
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Figura 11. indice de inhibicién calculado para cada subpoblacién de linfocitos B. indice
calculado para la inhibicién mediada por fragmentos Fc humanos en la poblacion de linfocitos B
total (A) y sus subpoblaciones transicional (B), virgen (C) y memoria (D) para controles sanos
(n=15) y pacientes con ES (n=12). *p<0.05, **p<0.01

7.9.  Asociacion 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 B tienen
conexion con la severidad la ES, se realizaron analisis estadisticos en funcion del tipo

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

Como muestra la Figura 12, no se logré encontrar asociacion entre la frecuencia

de las subpoblaciones de linfocitos B y los parametros antes descritos.
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Figura 12. Asociacién entre las subpoblaciones de linfocitos B y la severidad de la
enfermedad. Relacion de las subpoblaciones de linfocitos B transicional, virgen y memoria con
el tipo ES, limitada o 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. Asociacion entre los niveles expresion de FcyRIlb en las subpoblaciones de
linfocitos B y la severidad de la ES
A fin de evaluar si los niveles expresion de FcyRIlb en las subpoblaciones de

linfocitos B tienen conexiéon con la severidad la enfermedad, se realizaron analisis

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

Como muestra la Figura 13 no se logré encontrar relacién entre los niveles de

expresion de FcyRIlb en las subpoblaciones de linfocitos B y los parametros clinicos

evaluados.
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Figura 13. Correlaciones entre la expresion de FcyRIllb en las subpoblaciones de linfocitos
By la severidad de la enfermedad. Relacién de la expresion de FcyRllb en las subpoblaciones
de linfocitos B transicional, virgen y memoria, con el tipo ES, limitada o difusa (panel superior) y
con la severidad de la enfermedad determinada por el puntaje de Rodnan (panel inferior).
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7.11. Asociacion entre la capacidad de los linfocitos B de pacientes con ES de secretar
IL-10 y la severidad de la enfermedad.

Los niveles de secrecion de IL-10 por linfocitos B estimulados por 48 horas via
BCR, TLR9 y CD40 no se diferencian significativamente entre pacientes gue

presentaron distintos tipos de ES (Fig. 14).
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Figura 14. Asociacion entre la capacidad de los linfocitos B de pacientes con ES de
secretar IL-10 y el tipo de ES manifestada. Linfocitos B fueron cultivados por 48 horas y
dejados sin estimulo (SE) o en presencia del agonista del BCR (a-BCR), del tIr9 (CpG) o del
CD40 (CD40L). Se muestra la relacién entre la concentracion de IL-10 secretada por linfocitos
B estimulados via BCR, TLRS o CD40L y el tipo ES manifestada en los pacientes, limitada o
difusa.
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8. Discusidn

El rol de los linfocitos B en enfermedades autoinmunes ha sido principalmente
comprendide como patogénico, responsables de la secrecion de autoanticuerpos, de la
activacion de otros tipos celulares hacia un perfil inmunogénico y de [a secrecion de
citoquinas pro-inflamatorias. A lo largo de los Gltimos afios, varios investigadores se han
centrado en el rol regulador que los linfocitos B podrian tener en un contexto de
autoinmunidad. Es asi como se han descritoc mecanismos desplegados por linfocitos B
capaces de prevenir o suprimir respuestas inmunes. Estos mecanismos involucran la
secrecion de citoquinas anti-inflamatorias como I1-10 e IL-4, la induccion de anergia en
linfocitos T efectores y la generacion de linfocitos T reguladores (Yang et al., 2013). Esta
capacidad de secretar IL-10y la frecuencia de estos linfocitos B 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 [a pérdida de tolerancia
caracteristica de enfermedades autoinmunes. Es en esta pérdida de tolerancia donde
también se ha evidenciado que alteraciones en la expresion y funcion del receptor
inhibidor Foyilb en linfocitos B 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 caracterizo la frecuencia de los linfocitos B secretores de IL-
10y su capacidad de producir y secretar esta citoquina. También se estudio la expresion
y funcién del receptor Feyllb y el posible mecanismo involucrado en la perdida de

tolerancia en pacientes con ES.

Al analizar por citometria de flujo las muestras de pacientes y controles
provenientes de sangre periférica podemos notar un aumento en el porcentaje de

células CD19+ en los pacientes con ES, resultado similar al obtenido previamente por
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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 cbservé ademas un elevado porcentaje de linfocitos B
transicionales. Resultados similares se han evidenciado en ofras enfermedades
autoinmunes como SLE y en el sindrome de Sjogren {Lin ef al., 2014, Sims et al., 2005).
Dado que en esta poblacion se encuentran los linfocitos B reguladores, su aumento se
puede deber a un mecanismo de compensacién homeostatico para conirarrestar el
ambiente inflamatoric que se desarrolla en la enfermedad. Ademas se observd una
disminucion en la poblacién de linfocitos B de memoria, posiblemente debido a la
migracién de estas células a los sitios de inflamacion y a una gran conversion de esta
poblacién a células plasméticas. La subpoblacién de linfocitos B virgenes esta
ligeramente aumentada en pacientes, lo que es atribuible a la repoblacién de linfocitos

B en respuesta a la disminucion de la subpoblacién de memoria circulante.

La expresion del receptor inhibidor Feyllb presenté un perfil alterado en los
pacientes con ES, como podemos observar figura 6. La subpoblacién de linfocitos B
transicionales evidencid una elevada expresion de este receptor. No hay evidencia de
la expresion aumentada de este receptor en la poblacion transicional en ofras
enfermedades autoinmunes. En otros estudios en enfermedades autoinmunes, como
RA y SLE, se ha visto una reducida expresion de este receptor en la subpoblacion de
memoria y esto asociado con altos niveles de autoanticuerpos (Catalan et al., 2010,
]sadk et al., 2008; Su et al., 2004). Este fenéomeno no fue observado en este trabajo. A
pesar de que se ha descrifo la presencia de FcyRIlb en linfocitos B transicionales, su
funcién permanece desconocida en esta subpoblacién (Sims et al., 2005). En una
reciente publicacion, se caracterizé en ratones una subpoblacion de linfocitos B

secretora de [L-10 que expresa alios niveles de FeyRlIlb, que facilita la captura y
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endocitosis de complejos inmunes atenuando la activacion de la respuesta inmunes e
inhibiendo la proliferacién de linfocitos T CD4* (Qian et al., 2012). El posible mecanismo
de cémo estarfa involucrada una elevada expresion de FeyRIlb en los linfocitos B

transicionales en la patogenia de ES se expone mas adelante.

Si bien todos los estimulos inducen la produccion de [L-10, los linfocitos B de las
pacientes con ES presentan una disminuida capacidad de producir esta citoquina, en
células sin estimular, estimuladas via BCR y via TLR9. En cuanto a la secrecién de IL-
10, sélo fue posible observar una reducida secrecion de IL-10 en las células B de
pacientes ES sin estimular, resultado relevante, dado que se ha postulado que las Bregs
circulantes serian capaces de secretar IL-10 de forma espontanea, sin estimulo previo,
siendo una poblacién que poseeria esta citoquina almacenada en vesiculas en su
interior. Esta disminucion en la secrecién de [L-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 supresion de la proliferacién de linfocitos

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

Es importante sefialar que el la estimulacién del BCR en conjunto con el TLRO y
la estimulacion del CD40 son estimulos muy fuertes, pudiendo anular diferencias entre
pacientes y controles sanos, sin embargo, no nos fue posible ajustar las concentraciones
tan avanzado el estudio. Ofra informacién a tener en consideracién es la baja secrecién
de IL-10 asociada a la estimulacién del TLR9 observada en este estudio. Postulamos
que fenémeno esta relacicnado al almacenaje de los linfacitos B tanto de pacientes
como de controles, dado que experimentos de estimulacion en linfocitos B recién

aislados presentan niveles altos de secrecién de IL-10 (datos no mostrados).

46




La secrecion y produccion de IL-10 mediada por la activacion del BCR fue
inhibida eficientemente por nuestra estrategia, al utilizar fragmentos Fc de IgG humana
agregados por calor. Como pudimos observar tanto pacientes como controles presentan
inhibicién en la secrecién y produccion de iL-10 mediada por [a activacion del FcyRllb.
Interesantemente, la inhibicién de la produccién sélo se observa en la poblacion
transicional. A pesar de ser la poblacion que mas produce IL-10, la funcién 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 observo que los linfocitos B de pacientes
con ES presentan una inhibicion elevada de la produccién de 1L-10, y que esta inhibicion
es aun mas exacerbada en la poblacion transicional (Fig. 11). Coincidente con este
resultado es el hecho que es esta poblacion la que mostraba niveles elevados de
expresion de este receptor (Fig. 6C). No hay evidencias de como un incremento en la
expresion de FcyRIIb en [a subpoblacion transicional pueda estar involucrada en las
alteraciones observadas en los linfocitos B de pacientes con ES. Sin embargo con esta
informacion se puede explicar un posible mecanismo asociado a esta enfermedad en el
cual los linfocitos B transicionales, que son los principales secretores de IL-10, al
expresar altos niveles del receptor inhibidor Fcyllb, poseerian una disminuida capacidad
de secretar IL-10 después de la unién de complejos inmunes conteniendo
autoanticuerpos, existiendo asi una alteracion 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 sefial inhibitoria
gatillada por este receptor, inhibe diferencialmente los perfiles de citoquinas, pudiendo

generar un desbalance homeostatico ain mayor en el paciente. A su vez, ensayos de
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inhibicién de la proliferacién de linfocitos T, co-cultivados con linfocitos B de pacientes,
son necesario para comprobar sj esta disminucion exacerbada en la produccion de IL-

10 conlleva a deficiencias funcionales.

No fue posible lograr encontrar relacion entre [os parametros intrinsecos medidos
en los linfocitos B y la severidad de la enfermedad. Es posible que esto sea debido a la
distribucién del tipo de ES presentada por los pacientes, dado gue la forma difusa, al
ser menos frecuente, hizo que los analisis fueran muy dispares en cuanto a la cantidad
de individuos. En cuanto a la separacion por el promedio del puntaje de Roednan, no se
tenian los puntajes de todos los pacientes, disminuyendo la fuerza de los test
estadisticos, sin embargo existen tendencias en los andlisis pero probablemente un

mayor nimero de pacientes reclutados pudiese esclarecer este fenémeno.
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9. Conclusiones
Los pacientes con ES presentan una elevada frecuencia de la poblacion

transicional de linfocitos B en sangre periférica.

La poblacién transicional de los pacientes con ES presenta una expresion

aumentada del receptor FeyRIIb.

Los linfocitos B de pacientes con ES presentan una disminuida secrecion de IL-

10 en comparacion a los controles sanos.

Los linfocitos B de pacientes con ES y controles presentan una inhibicidn de la

produccion y secrecién de IL-10 mediada por el receptor FeyRillb.

Lo fragmentos Fc¢ agregados por calor inhiben de mejor forma la produccién de
IL-10 en los linfocitos B de los pacientes con ES, principaimente en la poblacién

transicional, coincidentemente con su elevada expresién del receptor FcyRlIIb.
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