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RESUMEN

Un creciente namero de estudios ha demostrado recientemente que los linfocitos B de memoria se
pueden establecer en tejidos linfoides y no linfoides sin recircular, contribuyendo a una respuesta
rapida y localizada en el 6rgano tras una infeccion. Estos linfocitos B de memoria residentes
(BRM) se caracterizan por ser fenotipicamente distintos de sus contrapartes circulantes. Los BRM
se han estudiado exclusivamente en el contexto de la respuesta inmune frente a infecciones, sin
embargo, se desconoce si también pueden tener un rol relevante en las enfermedadesautoinmunes.
Algunos estudios sugieren que esta poblacion también podria existir en las enfermedades
autoinmunes, ya que se han identificado infiltrados de linfocitos B en biopsias de tejidos no
linfoides como rifidn y piel en pacientes con lupus eritematoso sistémico (LES). En este trabajo,
se propuso identificar y caracterizar linfocitos B de memoria residentes en un modelo de raton de
LES inducido por pristano. Para cumplir este objetivo, analizamos mediante citometria de flujo la
frecuencia y el fenotipo de linfocitos B no circulantes en érganos linfoides y 6rganos no linfoides
afectados en modelos de LES (rifion y pulmdn). Para distinguir a los linfocitos no circulantes se
realizd la técnica de tincion intravascular que permite distinguir los linfocitos en circulacion y
linfocitos que se encuentran en tejidos. Nuestros resultados muestran que el pulmon de los ratones
enfermos contiene un mayor numero de linfocitos B no circulantes que estarian infiltrando el tejido
pulmonar. Ademas, los linfocitos B no circulantes que infiltran el pulmon contienen una
proporcion significativa de linfocitos B de memoria IgM* y linfocitos B de memoria con cambio
deisotipo. Por otra parte, al analizar el fenotipo de los linfocitos B de memoria no circulantes, en
ratones enfermos encontramos un aumento en la expresion de CD73, asociada a la diferenciacion
funcional y la capacidad para dar origen a células plasmaticas y formacion de centros germinales.
Ademés, evaluamos si estos linfocitos B de memoria no circulantes expresan marcadores clésicos

de linfocitos residentes de tejidos al analizar los marcadores CD69 y CXCR3 que estan



relacionadas con la capacidad de migracion y retencion en los tejidos. Contrario a lo esperado,
encontramos que los linfocitos B de memoria no circulantes en el pulmén de ratones enfermos en
su mayoria carecen de la expresion de estos marcadores de residencia. Finalmente, para entender
si la infiltracion de linfocitos B en el pulmén podria tener un rol perjudicial en la enfermedad, se
propuso evaluar la presencia de células autorreactivas en el bazo y pulmén de ratones enfermos.
Mediante la técnica de ELISpot, se detectaron células con reactividad por dsSDNA en el pulmén de
ratones enfermos las cuales no se detectaron en el pulmén de ratones sanos. En conjunto, estos
resultados demuestran que en el modelo de LES inducido por pristano existe una infiltracién
significativa de linfocitos B de memoria en el pulmon y estos presentan diferencias fenotipicas
con respecto a ratones sanos, sin embargo, no recapitulan el fenotipode los BRM que se ha descrito

en el contexto de infecciones respiratorias.



ABSTRACT

A growing number of studies have recently demonstrated that memory B cells can become
established in lymphoid and non-lymphoid tissues without recirculation, contributing to a rapid
and localized response in the organ following an infection. These resident memory B cells (BRM)
are characterized by being phenotypically distinct from their circulating counterparts. BRMs have
been exclusively studied in immune responses against infection, however, it remains unknown if
they could also play a relevant role in autoimmune disease. Some studies suggest that this subset
may also exist in autoimmune diseases, which show B cell infiltration in biopsies from non-
lymphoid tissues such as kidney and skin in patients with systemic lupus erythematosus (SLE). In
this work, we sought to identify and characterize resident memory B cells in a pristane-induced
mouse model of lupus. For this aim, we analyzed by flow cytometry the frequency and phenotype
of non-circulating B cells in lymphoid organs and non-lymphoid organs that are affected in this
model of lupus (kidneys and lung). To distinguish non-circulating lymphocytes, we performed
intravascular labelling which allows the discrimination of lymphocytes that are in the circulation
from lymphocytes that are present in the tissues. Our results show that the lung of diseased mice
have an increased number of non-circulating B cells that are infiltrating the lung tissue. Non-
circulating B cells that infiltrate the lung contain a large proportion of IgM* memory B cells and
isotype-switched memory B cells. When we analyzed the phenotype of non-circulating memory B
cells, we found an increase in the expression of CD73 in diseased mice, which is associated with
the functional differentiation of memory B cells and their capacity to give rise to plasma cells and
form germinal centers. Additionally, we evaluated is non-circulating B cell found in the lung
express typical markers of tissue residency such as CD69 and CXCR3, which are related to the
migration and retention in tissues. Unexpectedly, we found that non-circulating memory B cells

in the lung of diseased mice mostly lack the expression of the tissue residency markers. Finally, in



order to understand if the increased B cell infiltration in the lung could have a detrimental effect
in the disease, we sought to evaluate the presence of self-reactive B cells in the spleen and lung of
diseased mice. Using ELISpot assays, we detected cells with reactivity against dsDNA in the lung
of diseased mice, which were not detected in healthy mice. Altogether, these results show that in
pristane-induced lupus there is a significant infiltration of memory B cells in the lung, which
present phenotypical differences compared to non-circulating populations of healthy mice.
However, lung-infiltrating memory B cells in this model do not recapitulate the phenotype of tissue

residency that has been described in BRMs established during respiratory infections.



1. INTRODUCCION

1.1 Respuesta adaptativa humoral y memoria inmunolégica

El sistema inmune adaptativo estd compuesto principalmente por dos poblaciones de células,
llamados linfocitos B y linfocitos T que reconocen y establecen memoria contra un gran numero
de antigenos ya sea presentes en células del cuerpo que han sido infectadas por virus o que se han
vuelto cancerosas como de aquellos provenientes de organismos patdgenos extracelulares. Esta
capacidad de “recordar” permite que, durante una reinfeccion, los linfocitos de memoria sean
capaces de generar una respuesta rapida y eficaz para eliminar aquello que lo estéa reactivando. Un
tipo de inmunidad adaptativa es la inmunidad humoral o también conocida como inmunidad
mediada por anticuerpos. Esta consiste en la produccion de anticuerpos por parte de linfocitos B
activados que se han diferenciado a células plasmaticas que protegen al individuo de agentes
patégenos, como virus y bacterias (Abbas y col., 2015). En una respuesta humoral primaria, los
linfocitos B naive, que no se han activado en respuesta a un antigeno, circulan a través de los
organos linfoides y, una vez que se encuentran con un antigeno que los active, inician un proceso
de diferenciacion y proliferacion (Batista & Harwood., 2009). A partir de su activacion inicial,
algunos linfocitos B se diferenciaran a células plasmaticas secretoras de anticuerpos de vida corta,
mientras que otra proporcién ingresara al centro germinal. El centro germinal es una estructura
especializada del organo linfoide donde los linfocitos B proliferan extensivamente y, mediante
hipermutacién somatica, aumentan su afinidad por el antigeno. Ademas, realizan cambio deisotipo
de inmunoglobulina de IgM a otros isotipos como I1gG, IgA e IgE. Durante este proceso, los
linfocitos B se diferencian en células plasmaticas de vida larga y linfocitos B de memoria. En el
contexto de una reinfeccion, los linfocitos B de memoria se reactivan diferenciandose en células

plasmaticas productoras de anticuerpos (Abbas y col., 2015).



1.2 Respuesta humoral en las enfermedades autoinmunes

Durante la maduracién de los linfocitos B en la médula osea, estos pasan por un proceso de
seleccién donde aquellos que reconocen antigenos propios con alta afinidad, reemplazan los
receptores autorreactivos por no autorreactivos (proceso conocido como edicion de receptores), o
son eliminados antes de que circulen a través de los drganos linfoides secundarios (Wardemann &
Nussenzweig., 2007). Esta capacidad de educar a los linfocitos para no reconocer lo propio se
denomina tolerancia central. (Wardemann & Nussenzweig., 2007). En general, estos mecanismos
centrales de puntos de control de tolerancia normalmente previenen la aparicion de linfocitos B
autorreactivos patdgenos. Sin embargo, en las enfermedades autoinmunes, estos puntos de control
se traspasan generando un aumento en el repertorio de linfocitos B contra autoantigenos los cuales
pueden diferenciarse hacia células plasmaticas autorreactivas secretoras de autoanticuerpos y
linfocitos B de memoria autorreactivos (Bonasia y col., 2021; Jacobi y col., 2009). Ademas,
existen otros factores que contribuyen a una mayor susceptibilidad a desarrollar enfermedades
autoinmunes, como una mayor presencia de autoantigenos extracelulares. En particular, en la
enfermedad del lupus eritematoso sistémico (LES), hay una disminucion de la fagocitosis de las
células que han realizado apoptosis lo que lleva a que el material nuclear no fagocitado pueda
proporcionar sefiales de supervivencia para los linfocitos B autorreactivos y, en consecuencia,
producir anticuerpos dirigidos contra las estructuras nucleares (Janko y col., 2008; Mahajan y col.,

2016).

El lupus eritematoso sistémico es una enfermedad autoinmune multisistémica que afecta a
multiples 6rganos, incluyendo la piel, las articulaciones, los rifiones, el sistema respiratorio y el
sistema nervioso central, entre otros. Su sintomatologia puede variar desde una afectacion cutanea

leve hasta dafio organico severo (Metry y col., 2019). Existen mdltiples causas que pueden



desencadenar en el desarrollo de esta enfermedad, las principales se relacionan con componentes
geneticos, alelos de riesgo, y una desregulacion inmunoldgica que conlleva a alteraciones en el
fenotipo y funcion de linfocitos T y de linfocitos B, y una produccion anémala de citoquinas,

quimioquinas Yy autoanticuerpos (Dorner & Furie., 2019).

Los tratamientos actuales constan principalmente de farmacos inmunosupresores 'y
antiinflamatorios esteroides y no esteroides. Estos han permitido que la tasa de supervivencia de
los pacientes con LES aumente considerablemente (Basta y col., 2020). Sin embargo, existen
pacientes que son refractarios a estos tratamientos tradicionales donde solamente se presenta una
mejora de corta duracion. Ademas, existe un riesgo implicado en el uso prolongado de citotoxicos
y corticosteroides, por lo que dltimamente se han realizado esfuerzos para el desarrollo de nuevas
terapias (Basta y col., 2020). Por otra parte, la pérdidade la tolerancia por parte de los linfocitos
B es un evento clave en la patogenia del LES, dado que los autoanticuerpos producidos por los
linfocitos B autorreactivos son un mecanismo central en la induccién de inflamacion y dafio en
multiples tejidos (Anolik., 2013). En base a esto, se han desarrollado terapias dirigidas a eliminar
los linfocitos B, las cuales han demostrado ser prometedores. Una de estas terapias consiste en la
infusion intravenosa de un anticuerpo monoclonal contra CD20, una proteina que solo se expresa
en linfocitos B, conocido como Rituximab (Looney y col., 2006). Sin embargo, esta terapia
también presenta limitaciones en su eficacia debidoa que algunos pacientes presentan una mejoria
de corta duracidn. En estos casos, el agravamiento en la actividad de la enfermedad se asocia con
un aumento de linfocitos B de memoria en la circulacién; incluso, en algunos pacientes, la
frecuencia de linfocitos B de memoria aumenta antes de una recaida (Leandro y col., 2006; Vital
y col., 2011). La terapia con Rituximab se utiliza en otras enfermedades autoinmunes sistémicas
como la artritis reumatoide, donde también se ha encontrado que el aumento de la poblacién de

linfocitos B de memoria en circulacién permite predecir la reactivacion de la enfermedad hasta



con 4 meses de anticipacion (Trouvin y col., 2015).

Estos datos sugieren que existe una poblacion de linfocitos B de memoria que no esté siendo
completamente eliminada y, por tanto, posiblemente contribuye a la repoblacién del repertorio de
linfocitos B que provocan las recaidas a pesar del tratamiento. Varios estudios sugieren que la
terapia con Rituximab elimina eficazmente los linfocitos B en la circulacion, sin embargo,
linfocitos B localizados en tejidos serian resistentes a ser eliminados. Un estudio report6 que el
tratamiento con anti-CD20 en el modelo murino de encefalitis autoinmune reduce los linfocitos B
maduros en la sangre, bazo y 6rganos linfoides, sin embargo, una subpoblacion de linfocitos B con
un fenotipo activado permanece en los foliculos esplénicos (Hé&usler y col., 2018). Otro estudio
que analizd biopsias de ganglios linfaticos antes y después del tratamiento con Rituximab en
pacientes con artritis reumatoide encontr6 que mientras los linfocitos B naive 1gD* se redujeron,
los linfocitos B de memoria IgD"CD27* e IgD-CD27- no se eliminaron y se convirtieron en
subconjuntos de linfocitos B predominantes en el ganglio linfatico (Ramwadhdoebe y col., 2019).
En resumen, los linfocitos B tienen un papel central en la patogénesis autoinmune y son un blanco
para las terapias de eliminacién con anticuerpos. Sin embargo, a pesar de que la terapia logra una
eliminacion casi completa de los linfocitos B en la sangre, en pacientes que sufren recaidas se
observa una expansion de linfocitos B de memoria. Por otro lado, a pesar de la terapia se logran
detectar linfocitos B en drganos como los ganglios linfaticos. En conjunto, estos datos parecen
indicar que las recaidas asociadas con el aumento de linfocitos B de memoria en sangre es producto
de linfocitos B que se encuentran en tejidos y que estan siendo resistentes a la terapia de
eliminacion. Esta caracteristica de encontrarse en tejidos y no en circulacion recuerda a una
poblacién de linfocitos B de memoria que ha sido caracterizada recientemente denominados como
linfocitos B de memoria residentes de tejido, los cuales posiblemente serian los que estan

contribuyendo al retorno de la enfermedad.



1.3 Linfocitos de memoria residentes de tejidos

Durante el transcurso de la investigacion en inmunologia se ha descubierto que los linfocitos son
heterogéneos, expresan diversos marcadores, y hasta hace muy poco, se proponia que la memoria
inmunoldgica se conservaba solamente en circulacion por medio de los anticuerpos en suero y
linfocitos B 'y T de memoria. Sin embargo, dado que los patdgenos infectan los tejidos de barrera,
entender la respuesta inmune local ha sido un objetivo de estudio que llevé al descubrimiento de
una poblacién de linfocitos T de memoria efectora que después de una infeccién viral o bacteriana
permanecen en el tejido de barrera (Masopust y col., 2001; Masopust y col., 2010; Salusto y col.,
1999; Szabo y col., 2019; Wakim y col., 2008). Estos estudios terminaron por confirmar un nuevo
subconjunto de linfocitos T de memoria que se localizan en los tejidos denominados linfocitos T
de memoria residentes de tejidos (TRM). Los TRM no circulan en los vasos sanguineos debido
principalmente a la inhibicion o la falta de expresion de S1IPR1 en su superficie, un receptor
involucrado en la salida de los tejidos, incluidos los 6rganos linfoides secundarios, por medio del
reconocimiento de la quimioquina de esfingosina-1-fosfato (Mackay y col., 2015; Masopust &

Soerens., 2019).

A pesar del descubrimiento de los TRM, pocos estudios se han centrado en estudiar si sus
contrapartes linfocitarias en la inmunidad adaptativa, los linfocitos B, comparten esta caracteristica
de adquirir residencia tisular. Esto puede deberse a la propia funcion de los linfocitos B puesto
que, contrario a lo que sucede con los linfocitos T, donde es necesario que estén presentes en el
tejido afectado, efectuando funciones citotoxicas y produciendo citoquinas, la secrecion de
anticuerpos por parte de los linfocitos B se puede lograr sin la necesidad de migrar a un tejido
especifico. Sin embargo, existe cada vez mas evidencia que sostiene su existencia tantoen 6rganos

linfoides y no linfoides (Chen & Laidlaw., 2022).



1.4 Linfocitos B de memoria residentes (BRM) en infecciones respiratorias

Los pocos estudios que abordan el establecimiento de linfocitos B de memoria residentes (BRM)
se han centrado principalmente en el pulmén al ser un 6rgano que constantemente esta expuesto a
antigenos externos y ser un sitio de constantes infecciones. El uso de ratones como organismo
modelo ha permitido el estudio de los linfocitos BRM y las células plasmaticas de pulmén
generadas a partir de infecciones por influenza y Streptococcus pneumoniae (Allie y col., 2019;
Barker y col., 2019; Barker y col., 2021; Gregoire y col., 2022; MacLean y col., 2022; Onoderay
col.,, 2012; Tan y col., 2022). Los linfocitos B de memoria residentes del pulmon son
fenotipicamente distintos a sus contrapartes en los érganos linfoides. En humanos y modelos
murinos existen dos tipos de linfocitos B de memoria: linfocitos B de memoria IgM* y linfocitos
B de memoria con cambio de clase (IgM- IgD-). En el pulmon los BRM son principalmente 1gD-
IgM- en contraste con los linfocitos B circulantes donde pred ominan los linfocitos B naive (IgM*
IgD™). Posterior a una infeccion, existen diferencias en la expresion de CD73,CD80y el ligando
2 de muerte celular programada PD-L2. Estructuralmente, CD73 es una enzima que cataliza la
conversion de AMP a adenosina, CD80y PD-L2 son moléculas co-estimuladoras o co-inhibitorias
que pertenecen a la familia B7 que regulan las respuestas inmunitarias. En ratones, estos
marcadores permiten definir distintos subtipos de linfocitos B de memoria, dado que estos se
expresan de manera diferenciada de acuerdo con el estadio de diferenciacion. Las células de
memoria IgM*, que tienen poca maduracion de afinidad, por lo general, carecen de estos
marcadores y al reactivarse, preferentemente forman centros germinales donde realizan cambio de
clase y maduracion de la afinidad (Dogan y col., 2009). En tanto, aquellas IgM* que expresan
CD73ylo PD-L2 se diferencian rapidamente hacia células secretoras de anticuerpos. En el caso de
los linfocitos B de memoria con cambio de clase (IgM- IgD-), aquellos que expresan solo CD73 0

PD-L2 mantienen su potencial de formar nuevos centros germinales y diferenciarse a células
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plasmaticas, mientras que aquellos que co-expresan CD73, PD-L2 y CD80 tienden a dar origen
exclusivamente a células plasmaticas (Figura 1) (Cancro & Tomayko 2021; Collins y col., 2005;
Dhenni & Phan., 2020; Tomayko y col., 2010; Zuccarino-Catania y col., 2014). Esta
heterogeneidad otorga una amplitud funcional a la respuesta humoral secundaria, dando lugar a
unarapida produccion de anticuerpos y a la vez, manteniendo el potencial de formar nuevas células
de memoria y células plasmaticas de distinta especificidad. En una infeccion por influenza, los
linfocitos B no circulantes del pulmén no expresan CD73, mientras que en los 6rganos linfoides
si lo expresan; en cambio en una infeccion bacteriana por Streptococcus pneumoniae los linfocitos
B de memoria no circulantes expresan de manera enriquecida estos marcadores, Yy
predominantemente mas de uno, por lo tanto la expresion es heterogénea, distinguiendo tanto
subpoblaciones que expresan estas moléculas de manera individual o en conjunto (Allie y col.,

2019; Barker y col., 2021).

Aungue ain no se ha confirmado del todo, los linfocitos no circulantes del pulmén comparten
marcadores de residencia con los linfocitos T de memoria residentes; como la expresion de
CXCR3yCD69Yy la ausencia de CD62L. CD69 es una glicoproteina de membrana que se expresa
tempranamente después de la activacion de los linfocitos T y otras células hematopoyéticas en
sitios de inflamacién cronica (Dorfman & Shahsafaei; 2002; Sancho y col., 2005), CXCR3es un
receptor de quimioquinas involucrado en la formacion de TRM dado que sus ligandos
corresponden a citoquinas que estan relacionadas al reclutamiento de subconjuntos de linfocitos
T en sitios de inflamacion (Billottet y col.,, 2013). CD62L, también llamada L-selectina, es
necesaria para la adhesion de los leucocitos al endotelio vascular y la migracién de los linfocitos
a los ganglios linfaticos periféricos en presencia de inflamacion (Gaddiy col., 2001). Los TRM y
BRM comparten una alta expresion de CD69 y CXCR3, y una baja o nula expresion de CD62L

(Allie y col., 2019; Barker y col., 2021; Onoderay col., 2012). Los BRM que han hecho cambio
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de clase también muestran una expresion diferencial en la expresion de inmunoglobulina IgA en
el contexto de una infeccion por influenza, los cuales se reactivan rapidamente durante un desafio
secundario. EI cambio de linfocitos de memoria IgA aumenta en el parénquima pulmonar después
de una infeccion, pero en cuanto a frecuencia representa una pequefia fraccion de la poblacién de

la poblacién de memoria (Ohy col., 2021; Onodera y col., 2012; Tan y col., 2022).

Linfocitos B de memoria Subtipos de linfocitos B de memoria

N
' IgM
CD73*PD-L2* e
IgM* IgD- > 3

(Sin cambio de clase) e
3 CD73* PD-L2* .

Célula plasmética

3
@ CD73'PD-L22 —> L ()
o®
CD73 PD-L22 —

IgM- 1gD-

(Con cambio de clase) _
Y Centro germinal
A /= w X7
% _ CD73*({ | |PD-L2*
IgG
r
\!‘li’ J

CD73*PD-L2+ —*> 3

Célula plasmética

Figural. Esquemarepresentativode las moléculasde superficie asociadasal fenotipo de memoria
en los linfocitos B de modelos murinos y los respectivos destinos de diferenciacion. En modelos
murinos existen linfocitos B de memoria que han realizado cambio de clase (IgM-1gD-) como sin
cambio de clase (IgM* 1gD"). Ademéas, dependiendo de la expresion de las moléculas complementarias
como CD73y PD-L2 una vez los linfocitos B de memoria son desafiados pueden reingresar al centro
germinal o diferenciarse hacia células plasmaticas.
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1.5 Linfocitos B de memoria residentes en las enfermedades autoinmunes

Si bien no se ha determinado formalmente la existencia de BRM residentes en el contexto de las
enfermedades autoinmunes, si se han realizado algunas observaciones que apuntan la existencia
de esta subpoblacion. En pacientes con esclerodermia, una enfermedad reumatica autoinmunitaria
del tejido conectivo, el 61% de los pacientes contienen linfocitos B CD20* en la piel, los cuales
no se observan en muestras de sujetos sanos. Ademas, el hallazgo de linfocitos B en la piel puede
estar involucrado en el inicio y expansion de la inflamacion (Bosello y col., 2018). En biopsias
renales de pacientes con nefritis lipica se han encontrado cimulos de linfocitos B y una mayor
expresion de BCA-1, una quimioquina cuya funcién es atraer a los linfocitos B, mientras que casi
no hay células B presentes en rifiones sanos. Ademas, hay una correlacion entre el grado de
infiltracion de estas células con la manifestacion clinica dela enfermedad (Steinmetz y col., 2008).
Los linfocitos B también provocan dafio tisular a través de la secrecion de citoquinas
proinflamatorias en algunos casos de rechazo en el trasplante renal (Tse y col., 2015). Por lo tanto,
resulta importante dilucidar si los linfocitos B adquieren residencia tisular en el contexto de las
enfermedades autoinmunes debido a su posible implicancia en el retorno de la enfermedad o
recaidas, dado que son refractarias al tratamiento de terapias de eliminacion de linfocitos B en
sangre. Comprender el papel de los BRM permitiria la discusion sobre los blancos utilizados en
los tratamientos actuales y asi mejorar la calidad de vida de aquellos pacientes donde la terapia
solo brinda una remisién temporal. En este trabajo, nos centramos en determinar y caracterizar los
linfocitos B de memoria no circulantes que adquieren residencia tisular en el rifion, pulmén y

organos linfoides, ademas de evaluar la infiltracion de linfocitos B autorreactivos.
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1.6 Modelos animales para el estudio del lupus eritematoso sistémico

Para estudiar el lupus eritematoso sistémico se han generado varios modelos como NZB/W F1
generado por el hibrido F1 entre las cepas NZBy NZW, y la cepa de linfoproliferacion MRL/lpr
(Gulinello & Putterman., 2011; Monneaux Yy col., 2001; Perry y col., 2011). Se ha validado un
modelo murino de lupus eritematoso sistémico el cual es inducido mediante la exposicion a un
desencadenante, como por ejemplo el pristano (2, 6, 10 y 14 tetrametilpentadecano, TMPD), que
es un alcaloide isoprenoide que se encuentra enriquecido en el aceite mineral. Las inyecciones
intraperitoneales de esta sustancia en los ratones BALB/c genera diversos sintomas que son
caracteristicos de la enfermedad, como la induccion de autoanticuerpos contra anti-Sm, anti-DNA
y anti-histona y depdsitos de complejos inmunitarios en el rifidn que provoca nefritis grave y
proteinuria. Ademas, se han identificado artritis y capilaritis pulmonar hemorragica al igual que
en los pacientes con LES (Freitas y col., 2017; Perry y col., 2011; Satoh & Reeves.,1994; Satohy

col.,1995; Wooley y col., 1989).

En este trabajo evaluamos y caracterizamos los linfocitos B de memoria no circulantes en distintos
organos de interés en el contexto de la enfermedad autoinmune del lupus eritematoso sistémico,
en el cual consideramos el pulmén como un objetivo a evaluar, tanto por los diversos estudios que
han caracterizado los linfocitos BRM en este 6rgano en el contexto de enfermedades respiratorias,
como por ser uno de los érganos que se ve afectado en el modelo murino de LES inducido por
pristano al inducir capilaritis pulmonar asociado a la enfermedad, el cual es el modelo utilizado en
este trabajo. Ademas, en el lupus eritematoso sistémico en humanos la hemorragia alveolar difusa

es unade las complicaciones més graves (Al-Adhoubi & Bystrom 2020; Chowdhary y col., 2007).
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2. HIPOTESIS

Un modelo murino de LES inducido por pristano genera linfocitos B de memoria residentes

autorreactivos en el rifién y pulmon.

3. OBJETIVOS

Objetivo General: Demostrar la presencia de linfocitos B de memoria residentes autorreactivos

en tejidos en el rifidn y pulmon en un modelo de raton de LES inducido por pristano.

Objetivo Especificos:

1. Identificar y analizar marcadores de superficie asociados a células de memoria residentes en los

linfocitos B no circulantes en el rifion y pulmén de modelo murino de LES inducido por pristano.

2. Evaluar si los linfocitos B de memoria residentes en el rifidon y pulmén presentan

autorreactividad contra ds-DNA
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Materiales

4.1.1 Ratones

Ratones hembra de la cepa BALB/c fueron utilizados en todos los experimentos, tanto para la
caracterizacion del fenotipo de residencia de los linfocitos B de memoria como para la deteccion
de linfocitos B autorreactivos. Estos fueron obtenidos de Jackson Laboratory (Bar Harbor, USA)
y se mantuvieron en el bioterio de la Fundacion Ciencia y Vida (Santiago, Chile). El dia 0O los
ratones fueron inyectados via intraperitoneal con 500 pL de pristano (2,6,10,14-
tetrametilpentadecano; Sigma-Aldrich) para la induccion de sintomas de LES o con 500 uL de
PBS como grupo control. Se les realizd un monitoreo mensual para evaluar el avance de la
enfermedad mediante medicién de proteinuria con tiras reactivas (Siemens) que determinan la
concentracién de la proteina en la orina entre 0, +1 (30mg/dL), +2 (100mg/dL), +3 (300mg/dL) y
+4 (>2000mg/dL). También se les evalu6é peso y artritis, este ultimo mediante el sistema de
puntuacion de artritis en ratones Chondrex, siendo 0) aspecto normal, 1) una articulacién presenta
enrojecimiento e hinchazon, 2) dostipos de articulaciones presentan enrojecimiento e hinchazén,
3) tres tipos de articulaciones tienen enrojecimiento e hinchazon y 4) donde toda la pata presenta
enrojecimiento e hinchazon y hay pérdida de la definicion anatomica. Ademas, se obtuvo suero

con el fin de detectar anticuerpos especificos contra dsSDNA mediante un ensayo ELISA.

4.1.2 Anticuerpos para citometria de flujo

Para la identificacion y caracterizacion del fenotipo de los linfocitos B se usaron los siguientes

anticuerpos Yy sus respectivos fluorocromos: GL7-FITC (clon GL7, BioLegend), PD-L2-PE (clon
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TY?25, BiolLegend), IgM-PE Cy7 (clon RMM-1, BiolLegend), CD73-APC (clon TY/11.8,
BioLegend), B220-BV510 (clon RA3-6B2, BiolLegend), IgD-BV650 (clon 11-2bc.2a,
BioLegend), CD19-BV711 (clon 6D5, BioLegend), CD69-PE (clon H1.2F3, BioLegend), GL-7-
APC (clon GL-7, BioLegend), CXCR3-BV421 (clon CXCR3-173, BioLegend), 1gG2b-FITC
(clon RMG2b-1, BioLegend), IgA-PE (clon mA-6E1, Invitrogen), e IgM-BV605 (clon RMM-1,

BioLegend)

4.1.3 Generacion del tetrdmero DWEY S-biotin-SA APC

Para la deteccion de los linfocitos B autorreactivos mediante citometria de flujo, se adquirio el
péptido DWEY S biotinilado (Genscript), el cual actia como un mimetopo de dsDNA. El péptido
se incubd con estreptavidina conjugada con el fluorocromo APC (Biolegend) a una concentracion
molar 10:1 a 4°C durante toda la noche. Antes de su uso se filtraron por columnas de purificacion
por exclusion de tamafio molecular siguiendo las instrucciones del proveedor (Zeba Spin 40K

MWCO, Thermofisher).

4.2 Métodos

4.2.1 ELISA

Los autoanticuerpos especificos contra dsDNA en suero se midieron mediante ensayo ELISA. Se
utilizaron placas de 96 pocillos Nunc MaxiSorp (Thermofisher) que se recubrieron con 65ng/pozo
de ADN de timo de cabra (Sigma-Aldrich), disuelto en tamp6on SSC (NaCl 0,15M + citrato de
sodio 0,015M pH 8, disuelto en agua) por 18 horas a 37°C. Se lavo el exceso de antigeno con
PBS-Tween 0,05% Yy se bloqued la placa incubando con PBS-Tween 0,05% por 1 hora. Luego se

afiadieron los sueros a una dilucion de 1/250 en PBS-Tween 0,05% y se incubaron por 1 hora.
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Luego de lavar 3 veces con PBS-Tween 0,05% se afiadio un anticuerpo secundario conjugado con
peroxidasa (anti-mouse 1gG-HRP; Biolegend) a una dilucion 1/4000 y se incubd por 1 hora.
Finalmente, luego de lavar 3 veces la placa con PBS-Tween 0,05% se afadieron 100uL del
sustrato TMB (BD Biosciences). Una vez transcurrida la reaccion enzimatica, esta se detuvo con
50uL de una solucion de H3PO41M. En todos los ensayos se utilizd como control positivo suero
deraton lupico hembra NZB/NZWF1 de aproximadamente 8 meses de edad, mientras que como

control negativo se uso suero de raton BALB/c de aproximadamente 8 meses de edad.

4.2.2 Marcaje intravenoso con anti-CD45-APC Cy7

Una vez los ratones desarrollaron sintomas avanzados de la enfermedad, aproximadamente a los
6 meses desde la inyeccion con pristano o PBS, se analizaron los linfocitos B de memoria
residentes autorreactivos en tejidos linfoides (bazo y ganglios mediastinales) y no linfoides (rifion
y pulmon). Para discernir entre las células en circulacion versus las células residentes de tejidos
se inyectd por via intravenosa (iv) 3ug del anticuerpo anti-CD45, que reconoce todos los
leucocitos, conjugado con el fluorocromo APC Cy7 (clon 30-F11, Biolegend) 3 minutos previo a
la eutanasia. En base a que el anticuerpo fue inyectado via intravenosa, los leucocitos que estaban
en el parénguima tisular no se marcaron con el anticuerpo, permitiendo separar entre las células
circulantes (CD45iv*) y no circulantes (CD45iv) mediante analisis en citometria de flujo. Los
ratones fueron sacrificados mediante exposicion a dioxido de carbono (CO>) siguiendo con las

normativas éticas de la Universidad de Chile.

4.2.3 Aislamiento celular de bazo, ganglios mediastinales, rifidn y pulmoén

Se extrajeron bazo, ganglios mediastinales, rifiones y pulmones para la obtencién de células. El

bazo se perfundi6 con 10 mL de medio RPMI+10% FCS. La suspension celular resultante se
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centrifug6 a 600 g x 7 minutos. Luego de descartar el sobrenadante, las células se resuspendieron
en 2 mL de buffer de lisis de glébulos rojos RBC (RBC Lysis Buffer, Biolegend) durante 5
minutos en hielo. Las células se lavaron con medio y se centrifugaron a 600 x g por 7 minutos.

Las células se suspendieron en 5 mL de RPMI+10% FCS.

Los ganglios mediastinales se procesaron mediante disgregacion mecanica en 500 uL de medioy
la suspension celular resultante se filtrdé por malla metélica de 90um. La suspension de células se
completd con medio RPMI+10% FCS'y se centrifugaron a 600 x g por 7 minutos. El pellet de las
células obtenidas de los ratones control se suspendieron en 1 mL de medio y el de los ratones del

modelo murino de LES inducido en 3 mL de RPMI+10% FCS.

Para el procesamiento de los 6rganos no linfoides se preparé medio de digestion, el cual por cada
5mL de RPMI+10% FCS se agreg6 20 pulL Colagenasa D 100ug/ml y 10 uL DNAsal 10mg/ml.
Tanto el pulmén como el ridn se disgregaron con tijeras quirdrgicas en 500 pL de medio
digestion. La suspension de células de estos drganos se traspasé a tubos gentleMACS™ C, se
agregd medio de digestion hasta completar los 5 mL y se incubd durante 40 min a 37°C. Pasado
ese tiempo, las muestras se disociaron en MACS Dissociator (Miltenyi) al ejecutar sucesivamente
los programas m_spleen_02 02 y m_lung_02.01. El contenido total fue pasado por CellStrainer
de 40 um atubos de 50 mL. Para el rifidén, se descart6 el sobrenadante y se afiadio 8 mL de Percoll
37% por cada par a temperatura ambiente (2,96 mL Percoll, 0,8 mL PBS 10X y 4,24 mL de agua
bidestilada). Se traspaso a un tubo de 15 mL y se centrifug6 a 500 x g durante 15 min, a freno0y

temperatura ambiente.

Para el rifidn y pulmon, se descarto el sobrenadante y se lisaron los glébulos rojos con 2 mL de

bufferde lisis RBC durante 5 minutos en hielo; se completé con RPMI + 10% FCS para lavar las
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células y se centrifugd a 600 x g por 7 minutos a 4° C. Se resuspendieron en un volumen final de

3 mL de medio RPMI+10% FCS.

Las células se contaron en una camara de Neubauer al tomar una alicuota de cada suspensién

celular y tefiirlas con azul tripan para evaluar la viabilidad celular.

4.2 .4 Citometria de flujo

Para la caracterizacion del fenotipo de las poblaciones de linfocitos B de memoria residentes se
utilizé citometria de flujo. Para esto, de las células totales obtenidas, se extrajeron las siguientes
cantidades por 6rgano: 3 x 10° células de bazo, 2 x 108 células de ganglios mediastinales, 2 x 10°
células de los pulmones y 2 x 10° células delrifion. Las células se lavaron con PBS +2 % FCSy
se centrifugaron a 600 x g por 7 minutos. Con el fin de bloquear la unién inespecifica de
anticuerpos por receptores Fc, el pellet se incubé con Fc Block (clon 93, BioLegend), un
anticuerpo contra CD16/32, durante 15 minutos a 4°C. Pasado ese tiempo, se incubaron las células
con los anticuerpos fluorescentes para la deteccién de las moléculas de superficie para la
caracterizacion de los linfocitos B residentes y sus subpoblaciones. Ademas, junto con los
anticuerpos fluorescentes se incub6 con DWEYS-biotin-SA-APC para la deteccion de los
linfocitos B autorreactivos. Finalmente, las células se lavaron con 900 pL de PBS + 2% FCS, se
centrifugaron a 600 x g por 7 minutos, y se resuspendieron en 300 pL. de PBS + 2% FCS. Para
descartar las células muertas se anadidé a cada muestra 0,5 pL. yoduro de propidio (PI). Las
muestras fueron analizadas en un citémetro FACSAria 111 (BD Biosciences) y los datos de

citometria resultantes se analizaron en el programa FlowJo v10.8 (Tree Star, Inc).

4.2.5 ELISpots

Para la cuantificacion de células productoras de anticuerpos 1gG y autoanticuerpos 1gG anti-
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dsDNA se utilizd la técnica de ELISpot. Se utilizaron placas de 96 pocillos MAIPS4510
(Millipore), las cuales fueron pre-tratadas con 15uL de etanol 70%. Las placas fueron incubadas
con 15pug/ml de un anticuerpo de captura anti-IgG (Biolegend) o 10ug/ml de ADN de timo de
cabra (Sigma-Aldrich) por 18 horas a 4°C. Los pozos incubados con DNA fueron pre-incubados
con polilisina-L (Sigma-Aldrich) por una hora a temperatura ambiente. Las placas fueron lavadas
con PBS e incubadas con medio RPMI + 10% FCS para bloquear la union inespecifica de
anticuerpos. Se afiadieron distintas cantidades de células de cada 6rgano: Para bazo se sembraron
pocillos con 25.000 y 400.000 células, para el pulmoén 25.000 y 400.000 células y para los ganglios
mediastinales 10.000 y 200.000 ceélulas. Las placas se incubaron a 37°C y 5% CO2 por 24 horas.
Luego de la incubacion, para la deteccion de células secretoras de anticuerpos, las placas se
lavaron 5 veces con PBS y se afiadi6 0,5pg/ml de anticuerpo anti-1gG biotinilado y se incubd por
2 horas a temperatura ambiente. Luego de lavar las placas con PBS, se afiadi6 avidina-HRP
(eBioscience) y se incubo por 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente, las placas se incubaron
con el sustrato AEC (3-amino-9-etilcarbazol) por 30 min a temperatura ambiente. Las placas se
lavaron con abundante agua destiladay se dejaron secar toda la noche a 4°C. EI nimero de spots
por pozo fue determinado usando el lector de ELISpot AELV ISy el software Eli. Analyse ELISPot

Analysis Software V6.0.

4.2.6 Estadistica

Los datos se analizaron y graficaron en Graphpad Prism 8.0.1. Estos se sometieron a una prueba
de normalidad Shapiro-Wilk. De acuerdo con el resultado de la prueba de normalidad, para el
analisis entre dos variables se sometieron a prueba-t de Student de dos colas no pareado (prueba
paramétrica) o la prueba Mann-Whitney (no paramétrico). Los valores exactos de probabilidad p

<0,05 significativos se muestran en las respectivas figuras.
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5. RESULTADOS

5.1 ElI modelo murino de LES inducido por pristano (i.p) induce artritis y niveles elevados

de autoanticuerpos contra dsDNA.

Estudios recientes han demostrado el establecimiento de linfocitos B de memoria residentes en el
contexto de enfermedades de origen viral como la influenza o bacteriano como la neumonia (Allie
y col., 2019; Barker y col., 2021). Sin embargo, no se ha abordado en profundidad su existencia
en el contexto de las enfermedades autoinmunes. Nuestro primer objetivo fue evaluar la presencia
y el fenotipo de los linfocitos B de memoria no circulantes de 6rganos linfoides y no linfoides de
ratones BALB/c con LES inducido por pristano y poder determinar dentro de esta poblacién el
establecimiento de linfocitos B de memoria residentes en base a marcadores tipicos de residencia
de los linfocitos T residentes. El pristano es un alcano isoprenoide que al ser inyectado via
intraperitoneal induce autoanticuerpos anti-dsDNAy, después de 6 meses desde la administracion,
los ratones desarrollan nefritis grave como consecuencia de depdsitos de inmunocomplejos en el
rifion; también desarrollan capilaritis pulmonar e infiltracién pulmonar de células inmunitarias, los
que son sintomas que se presentan en la enfermedad del LES en humanos (Perry y col., 2011).
Para validar la induccion de una enfermedad similar al LES humano en el modelo murino, se
evaluaron mensualmente los siguientes parametros: niveles de autoanticuerpos anti-dsSDNA en
suero, peso, artritis y proteinuria. Los ratones enfermos presentaron un aumento significativo en
los niveles de autoanticuerpos contra dsDNA con respecto al grupo control a partir del segundo
mes, siendo el quinto mes donde se detectaron los mayores niveles de autoanticuerpos en los
ratones del modelo murino de LES (Figura 2 B). Contrario a lo esperado, estos ratones no
alcanzaron niveles elevados de proteinuria en la orina, que son caracteristicos de un dafio renal.

Solo se encontré una diferencia levemente significativa en el quinto mes en comparaciéon con el
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grupo control, en donde los ratones enfermos alcanzaron niveles de proteinuria en la orina de un
maximo de ~30 mg/dl, en comparacion a los niveles de proteinuria de los ratones control, los
cuales no obtuvieron valores mayores a trazas por lo que, en nuestro caso, en este modelo la
induccion de LES por pristano, no desarrollé sintomas de nefritis grave asociada a la enfermedad
(Figura 2 C). Ademas, fue posible observar que en cada mes los ratones con LES presentaron un
menor peso que los ratones control, sin embargo, al analizar porcentaje de peso de cada mes en
relacién con el mes 0 (100%), se pudo observar que ambos grupos presentaron aumentos de peso
sin diferencias significativas entre si (Figura 2 D, E). La artritis fue evaluada mediante un sistema
de puntuacion Chondrex con escala de 1 al 4 (detallada en Materiales y métodos). Encontramos
que los ratones con LES presentaron diversos grados de artritis, siendo la puntuacién de 3 la mas
alta detectada en uno de los ratones al quinto mes (Figura 2 F). Por lo tanto, nuestro modelo
recapitulo los sintomas del LES en humanos a excepcion de la nefritis grave, en donde solo se

observaron aumentos moderados de los niveles de proteinuria.
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Figura 2. Los ratones BALB/c inyectados con pristano i.p. recapitulan los sintomas del LES en
humanos como autoanticuerpos en suero contra dsDNA y artritis. (A) Esquemadel procedimiento
para inducir sintomas de LES en ratones BALB/c mediante inyeccion con pristano via intraperitoneal.
(B) Grafico de medicién de autoanticuerpos anti-dsDNA normalizados (OD s nm) €n el tiempo (meses)
desde lainyeccidnintraperitoneal en los ratones del modelo murinode LES (pristano) y el grupo control
(PBS); para la condicion PBS: mes 1 (n=7), mes 2 (n=6), mes 3 (n=7), mes 4 (n=6), mes 5 (N=5) y mes
6 (n=7); condicion LES todos los meses tienen n=7; Los valores de p son los siguiente: mes 2, * P =
0,0132; mes 3, ****P =<0,0001; mes 4,* P=0,0293; mes5, **P =0,0021; mes 6,* P=0,0294 (C)
Grafico de proteinuria en la orina, siendo 0 negativo, 1=trazas, 2=30 mg/dl, 3=100 mg/dl y 4=>500
mg/dl. El valor de p es el siguiente: mes5* P = 0,0489; para la condicion PBS: mes 1 (n=7), mes 2
(n=7), mes 3 (n=7), mes 4 (n=5), mes 5 (n=3) y mes 6 (n=4); condicion LES parames 1, mes 2, mes 3,
mes5n=7,parames4ymes6n=4 (D) Grafico del porcentaje de peso delos ratones del modelo murino
de LESy control paracadames enrelacion con el mes 0. Los valoresde p son los siguiente: Mes0, * P
=0,0413; Mes 1, **P =0,0055; Mes 2, * P=0,0124; Mes 3, * P=0,0380; Mes 4, * P =0,0153; Mes
5,* P=0,0156; tanto para cada mes como cada condicion el n=7 (E) Gréafico del porcentaje de cambio
de peso promedio de cada mes en relacion con el mes 0 (F) Grafico de la puntuacion de artritis desde la
inyeccioni.p. (n=3). Los valores de p son los siguiente: Mes 5, ** P =0,0100; Mes 6, *** P =0,0002.
Las diferencias estadisticas se calcularon solamente entre las condiciones control y LES de cada 6rgano
con una prueba-t no pareada o Mann-Whitney segun el resultado de la prueba de normalidad. Se
muestran los valores de probabilidad (p) significativos. ODs0nm, densidad oOptica.

5.2 El pulmén y los ganglios mediastinales en ratones del modelo murino de LES inducido

por pristano presentan un mayor numero de linfocitos B en contraste con los ratones sanos

Una vez establecido el desarrollo de la enfermedad, evaluada mediante los pardmetros
mencionados anteriormente, nuestro primer objetivo consistio en evaluar mediante citometria de
flujo cambios en el porcentaje y nimero de linfocitos B totales (CD19*B220*) en 6rganos linfoides
(bazo y ganglios mediastinales) y 6rganos no linfoides afectados (pulmon y rifidn) en ratones

enfermos. Observamos que no hubo diferencias significativas en el porcentaje de linfocitos B al
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comparar ambas condiciones en ninguno de los 6rganos. Como se muestra en la Figura 3, en el
bazo hay una alta proporcion (~60%) de linfocitos B con porcentajes similares en ratones sanos y
enfermos. Ademas, observamos que el pulmén sano hay un porcentaje significativo de linfocitos
B (~18%) y se observa una tendencia al aumento de los linfocitos B en el pulmdn de los ratones
con LES inducido (~27,3 %) en comparacion con el control. El rifién es el 6rgano donde se observo
la menor proporcion de linfocitos B tanto en ratones sanos y enfermos (Figura 3 A, B). Por otra
parte, se observo que en el pulmén y los ganglios mediastinales hubo un aumento en el nimero de
células vivas totales en los ratones con LES en comparacion con sus respectivos controles, el bazo
presento una leve disminucion del namero de células vivas en los ratones del modelo murino de
LES, mientras que en el rifion no se presentaron diferencias significativas (Figura 3 C). Esta
tendencia se vio reflejada en el nimero de linfocitos B totales, en donde el bazo presenté un menor
numero de linfocitos B en los ratones con LES inducido por pristano que en el control. Los
ganglios mediastinales presentaron un aumento importante del nimero de linfocitos B en la
condicion LES, probablemente relacionado al aumento de tamafio del 6rgano observado al
momento de la diseccion y el nimero total de células. Interesantemente, en el pulmén de los
ratones con LES inducido se observo un aumento significativo, con un promedio de linfocitos B
aproximado de 3,8 x 106 en los ratones con LES comparado con un aproximado de 8,0 x 10° de
linfocitos B en los ratones sanos. El rifion, por otro lado, contiene un escaso numero de linfocitos
B y no se encontraron diferencias significativas entre animales sanos y con LES (Figura 3 C). De
acuerdo con estos primeros resultados obtenidos, donde en el rifién la frecuencia y cantidad de
linfocitos B no se vieron afectados por la induccion de LES, y que el enfoque de este seminario es
estudiar a los linfocitos B residentes de tejidos no linfoides, los resultados presentados de aqui en

adelante se centran en los linfocitos B de pulmdn, utilizando el bazo como comparacion.
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Figura 3. El pulmén y los ganglios mediastinales tienen un alto nimero de linfocitos B en los
ratones del modelo murino de LESen comparacidnalcontrol. (A-B) Gréficos de citometriade flujo
representativos y las respectivas frecuencias de los linfocitos B en las condiciones LES y control de los
siguientes o6rganos: bazo, MLND, pulmény rifién (C) Grafico de nimero de células vivas totales por
érgano (D) Grafico de nimero de linfocitos B en las condiciones LES y control. Para los ratones del
modelo murinode LESen bazo (n=5), MLND (n=5), Pulmon (n=5) y Rifion (n=5); parael grupo control
en bazo (n=6), MLND (n=5), Pulmén (n=5) y Rifién (n=4). Cada raton es representado por un punto.
Las diferencias estadisticas se calcularon solamente entre las condiciones control y LES de cada drgano
con una prueba-t no pareada o Mann-Whitney segun el resultado de la prueba de normalidad. Se
muestran los valores exactos de probabilidad (p) significativos. MLND, ganglio mediastinal; %,
frecuencia,;
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5.3 El pulmén del modelo murino de LES inducido presentan un aumento en el nimero de

linfocitos B de memoria en comparacion al control

Nuestros resultados muestran que en el modelo de LES estudiado se evidencia un mayor numero
de linfocitos B en el pulmon. A continuacion, nos propusimos determinar si este aumento esta
asociado a un mayor nimero de linfocitos B de memoria. Para ello, evaluamos la expresion de las
inmunoglobulinas IgD e IgM dado que estos marcadores permiten distinguir a los linfocitos B
naive (IgM* IgD*) y linfocitos B de memoria, ya sea aquellos que han realizado cambio de clase
(IgM- 1gD-), como los linfocitos B de memoria IgM* (IgM* 1gD") (Cancro & Tomayko., 2021). Al
evaluar la frecuencia de los linfocitos B de memoria tanto IgM* como IgM-1gD™ no se observaron
diferencias significativas entre el control y LES inducido por pristano en ninguno de los érganos.
Sin embargo, si fue posible apreciar una tendencia de que tanto en el bazo como en el pulmén los
ratones del modelo murino de LES contenian una mayor frecuencia de linfocitos B de memoria
IgM- IgD-encomparacion a ratones sanos. Por otro lado, es importante sefialar que tantoen ratones
controles y LES el pulmdn contiene un porcentaje significativamente mayor de linfocitos B de
memoria IgM-IgD-en comparacién con el bazo (Figura 4 B). Importantemente, nuestros resultad os
muestran que hay un aumento significativo en el namero de linfocitos B de memoria IgM™* y
linfocitos B de memoria con cambio de clase (IgM-I1gD-)en el pulmon de ratones enfermos (Figura
4 C).
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Figura 4. El pulmén de los ratones del modelo murino de LES inducido presenta un aumento en
el nimero de linfocitos B de memoria. (A-B) Gréaficos de citometria de flujo representativos y las
respectivas frecuencias de los linfocitos B de memoria IgM*y de cambio de clase en las condiciones
LES y control del bazo y pulmdn (C) Grafico de numero de linfocitos B en las condiciones LES y
control. Paralos ratones del modelo murinode LESen bazo (n=5) y pulmén (n=5); parael grupo control
en bazo (n=6) y pulmon (n=5). Cadaraton es representado por un punto. Las diferencias estadisticas se
calcularonconuna prueba-tnopareadao Mann-Whitney segun el resultadode la prueba de normalidad.
Se muestran los valores exactos de probabilidad (p) significativos. %, frecuencia; #, nimero.

5.4 El pulmon de los ratones del modelo murino de LES posee un mayor porcentaje y nimero

de linfocitos B de memoria no circulantes que el control

Los linfocitos BRM son una poblacion que infiltra y se localiza en el parénquima de tejidos no
linfoides (Allie y col., 2019). Por lo tanto, nuestro siguiente objetivo fue determinar si el mayor
namero de linfocitos B en el pulmén de ratones del modelo murino de LES estd dado por una
mayor cantidad de linfocitos B que han infiltrado este 6rgano (en este trabajo denominados
linfocitos no circulantes). Para identificar y analizar los linfocitos B no circulantes, se utilizé el
marcaje intravenoso con el anticuerpo anti-CD45 conjugado con el fluorocromo APC-Cy7. Este
anticuerpo reconoce a todoslos leucocitos v, al ser inyectado via intravenosa, el anticuerpo circula
a través de la sangre uniéndose a los leucocitos presentes en esta (CD45iv*), mientras que los
leucocitos que se encuentran en el parénquima tisular o en los tejidos, que no estan en contacto
con este anticuerpo, estan resguardadas del marcaje (CD45iv-). Primero se analizé la proporcion

de linfocitos B totales no circulantes (CD45iv-), y se observd que el pulmén de los ratones con
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LES posee una mayor frecuencia de linfocitos B no circulantes totales que los ratones sanos. En
el bazo se presento una leve disminucion de esta poblacion en los ratones enfermos (Figura 5 A,
B). Esta diferencia se vio reflejada en nimero total de los linfocitos B no circulantes, encontrando
un namero significativamente mayor de linfocitos B no circulantes en el pulmén de los ratones
enfermos (Figura 5 C).
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Figura 5. El pulmdn de los ratones del modelo murino de LES contiene una alta frecuencia y
namero de linfocitos B no circulantes. (A-B) Gréficos de citometria de flujo representativos y las
respectivas frecuenciasde los linfocitos B no circulantes en las condiciones LES y control del bazo y
pulmon (C) Gréfico de ndmero de linfocitos B no circulantes en las condiciones LES y control. Para los
ratones del modelo murino de LES en bazo (n=5) y pulmon (n=5); parael grupo control en bazo (n=6)
y pulmon (n=5). Cada raton es representado por un punto. Las diferencias estadisticas se calcularon
solamente entre las condicionescontrol y LES de cada 6rgano con una prueba-t no pareada o Mann-
Whitney segln el resultado de la prueba de normalidad. %, frecuencia; #, namero.

Los linfocitos B residentes de memoria pueden diferenciarse rapidamente en células secretoras de
anticuerpos en la localidad del 6rgano afectado, por tanto, podrian ser un factor relevante en la

reactivacion de la enfermedad autoinmune. Dado esto, se determiné la frecuencia y numero de la
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poblacion no circulante que compone a los linfocitos B de memoria que han realizado cambio de
clase (IgD- IgM") y linfocitos B de memoria 1gM*. Mientras el bazo de los ratones del modelo
murino de LES tuvo una disminucion en la frecuencia de los linfocitos B no circulantes de
memoria tanto IgM* como IgD- IgM-, el pulmén present6 un aumento de la frecuencia en ambos
tipos de linfocitos B de memoria, siendo la diferencia mas significativa en los linfocitos que han
hecho cambio de clase (Figura 6 A, B; 7 A, B). Esta diferencia se hace mas notoria al evaluar el
namero de linfocitos B de memoria no circulantes, donde el pulmén también presenté un aumento
en la condicion con LES que en el control, siendo la diferencia mas significativa en los linfocitos
B con cambio de clase, mientras que el bazo solo tuvo diferencias significativas en los linfocitos
B de memoria IgM* (Figura 6 C, 7 C). Por lo tanto, estos resultados indican que en el pulmon de
los ratones del modelo murino de LES inducido por pristano hay una infiltracion significativa de
linfocitos B de memoria no circulantes.
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Figura 6. Los linfocitos B de memoria IgM*en el pulmoén de ratones del modelo murino de LES
son principalmente no circulantes. (A-B) Graficos de citometria de flujo representativos y las
respectivas frecuencias de los linfocitos no circulantes (CD45iv-) que componen a los linfocitos B de
memoria IgM* 1gD- en las condiciones LES y control del bazo y pulmén (C) Grafico de nimero de
linfocitos B de memoria IgM*IgD™ no circulantes en las condiciones LES y control. Para los ratones del
modelo murino de LES en bazo (n=5) y pulmon (n=5); para el grupo control en bazo (n=6) y pulmén
(n=5). Cada ratdn es representado por un punto. Las diferencias estadisticas se calcularon solamente
entre las condiciones control y LES de cada 6rgano con una prueba-t no pareada o Mann-Whitney segin
el resultado de la prueba de normalidad. %. frecuencia: #. namero.
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Figura 7. Los linfocitos B de memoria IgM-IgD-en el pulmdn de los ratones del modelo murino
de LES son principalmente no circulantes. (A-B) Graficosde citometria de flujo representativos y
las respectivas frecuencias de los linfocitos no circulantes (CD45iv") que componen a los linfocitos B
de memoria IgM- IgD" en las condiciones LES y control del bazo y pulmon (C) Gréfico de ndmero de
linfocitos B de memoria IgM-1gD" no circulantes en las condiciones LES y control. Para los ratones del
modelo murino de LES en bazo (n=5) y pulmén (n=5); para el grupo control en bazo (n=6) y pulmén
(n=5). Cada raton es representado por un punto. Las diferencias estadisticas se calcularon solamente
entre lascondiciones controly LES de cada érganoconuna prueba-tno pareada o Mann-Whitney segin
el resultado de la prueba de normalidad. %, frecuencia; #, nimero.
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5.5 Los 6rganos de los ratones del modelo murino de LES inducido por pristano presentan

una disminucion en la frecuencia de expresion de IgA e 1gG2b

El cambio de clase de inmunoglobulina permite que los linfocitos B de memoria y células
plasmaéticas de larga vida expresen y secreten diferentes isotipos o subtipos de inmunoglobulinas,
como 1gG, IgA o IgE (Schroeder & Cavacini., 2010). De esta manera, se propuso evaluar la
expresion de dos isotipos predominantes a nivel sistémico y en las mucosas como 1gG2b e IgA en
los linfocitos B de memoria no circulantes en el modelo de LES. Interesantemente, observamos
que la frecuencia y numero de linfocitos B IgA* se reduce de manera significativa en el bazo y
pulmén de los ratones del modelo murino de LES inducidos con pristano en comparacion con el
grupo control (Figura 8 A, B). Por otra parte, observamos en el pulmoén de ratones enfermos
disminuye la proporcion de linfocitos 1gA* e 1gG2b*, sugiriendo que hay una diferenciacion o
reclutamiento preferencial hacia otro isotipo (Figura 8 A, E). A pesar de encontrar una menor
proporcion de linfocitos IgA* e 1gG2b*, el ndmero absoluto de ambas poblaciones es
significativamente mayor en el pulmén de ratones enfermos (Figura 8 C, E), lo cual esta dado por
el aumento del nimero total de células en este 6rgano en comparacion con ratones sanos.
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Figura8. Loslinfocitos B de memoria concambio de clase enel pulmén del modelo murino de LES
tienen una menor frecuencia de IgA e IgG2b en comparacién con el control. (A-B-D) Gréficos de
citometria de flujo representativos y las respectivas frecuencias de los linfocitos B de memoria IgM-IgD
no circulantes IgA e 1gG2b en las condiciones LES y control del bazo y pulmon (C - E) Grafico de
numero de linfocitos B de memoria IgM-IgD- no circulantes IgA o 1gG2b no circulantes en las
condiciones LESy control. Para los ratones del modelo murino de LES en bazo (n=5) y pulmén (n=5);
para el grupo control en bazo (n=6) y pulmoén (n=6). Cada raton es representado por un punto. Las
diferencias estadisticas se calcularon solamente entre las condiciones control y LES de cada érgano con
una prueba-t no pareada o Mann-Whitney segun el resultado de la prueba de normalidad. %, frecuencia;
#, numero.

5.6 Lafrecuencia de los linfocitos B de memoria no circulantes del pulmon de los ratones del

modelo murino de LES inducido son principalmente CD73*

A continuacidn, se analiz6 la composicién de los distintos subtipos de linfocitos B de memoria
IgM*y de cambio de clase no circulantes. dentro de las cuales se evalud la expresion de las
moléculas CD73y PD-L2, cuya expresion esta asociada con la capacidad efectora de estas células,
una vez reactivadas, a diferenciarse en células plasmaticas o reingresar en la reaccion de centro
germinal (Dhenni & Phan., 2020). Al analizar los subtipos de linfocitos B memoria IgM*1gD-, se
observé que en el bazo la frecuencia de poblaciones CD73*y CD73*PD-L2* no variaron entre la
condicion LES inducida y el grupo control En el pulmdn se observaron diferencias como un
aumento significativo de la frecuencia de los linfocitos B de memoria IgM*CD73*, de un ~17,3%
en el grupo control a un ~27,7% en los ratones enfermos, asociada a una disminucion de la
frecuencia de los dobles negativos CD73"PD-L2" de un ~26,4% a un ~11,8% de los ratones sanos

y enfermos respectivamente (Figura 9 A, B). Para los tres subtipos de los linfocitos B de memoria
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IgM*, ya sea CD73*PD-L2* y CD73*-PD-L2-, el nimero de los linfocitos en el bazo es
significativamente menor en los ratones del modelo murino de LES inducido en comparacion con
el control, mientras que el pulmén de los ratones enfermos presenta un mayor nimero de linfocitos
que los ratones sanos (Figura 9 C).
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Figura 9. Los linfocitos B de memoria IgM™ no circulantes en el pulmén de los ratones enfermos
presentanunaumento de CD73*encomparacionconel grupo control. (A-B) Gréficos de citometria
de flujo representativosy las respectivas frecuenciasde los linfocitos B de memoria IgM™* no circulantes
CD73*, CD73*PD-L2'y CD73PD-L2 en lascondiciones LESy controldelbazoy pulmén (C) Grafico
de namero de linfocitos B de memoria IgM* no circulantes CD73*, CD73*PD-L2*y CD73-PD-L2 en
las condiciones LES y control. Para los ratones del modelo murino de LES en bazo (n=5) y pulmén
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para el grupo control en bazo (n=6) y pulmén (n=6). Cada raton es representado por un punto. Las
diferencias estadisticas se calcularon solamente entre las condiciones control y LES de cada 6rgano con
unaprueba-tno pareada o Mann-Whitneysegunel resultadode la prueba de normalidad. %, frecuencia;
#, numero.

En cuanto a la composicion de los linfocitos B de memoria que han hecho cambio de clase IgM-
IgD-, también se encontré un aumento significativo en la frecuencia de los linfocitos CD73*, de
un ~12,3 % a un ~18,5 % y una disminucion de la frecuencia de CD73-PD-L2 de un ~11,5% a
un ~8,3% de los ratones sanos y enfermos respectivamente. En el bazo no se observaron
diferencias en ninguno de los 3 subtipos (Figura 10 A, B). Al analizar el numero, en el bazo no
hubo diferencias significativas con respecto a la cantidad de linfocitos B CD73*PD-L2*y CD73*-
PD-L2-entreambas condiciones, mientras que en el pulmon se observaron aumentos en la cantidad
en las tres subpoblaciones analizadas. Estos resultados muestran que en el LES los linfocitos B de
memoria no circulantes presentes en el pulmon contienen una mayor proporcion que expresa
CD73. En el caso de las células de memoria IgM*, estas serian capaces de diferenciarse
rapidamente en células plasmaticas, mientras que los linfocitos B de memoria con cambio de clase

tendrian una predisposicion a reingresar en la reaccion de centro germinal.
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Figura 10. Los linfocitos B de memoria IgM-IgD- no circulantes en el pulmén de los enfermos
presentanunaumento de CD73*encomparacionconelgrupo control. (A-B) Gréaficos de citometria
de flujo representativos y las respectivas frecuencias de los linfocitos B de memoria IgM-IgD" no
circulantes CD73*, CD73*PD-L2*y CD73PD-L2 en las condiciones LES y control del bazoy pulmén
(C) Gréfico de numero de linfocitos B de memoria IgM-IgD" no circulantes CD73*, CD73*PD-L2*y
CD73PD-L2 en las condiciones LES y control. Para los ratones del modelo murino de LES en bazo
(n=5) y pulmon (n=5); para el grupo control en bazo (n=6) y pulmén (n=6). Cadaratdn es representado
por un punto. Las diferencias estadisticas se calcularon solamente entre las condiciones control y LES
de cada 6rgano con una prueba-t no pareada o Mann-Whitney segun el resultado de la prueba de
normalidad. %, frecuencia; #, nimero.

5.7 El pulmén de los ratones del modelo de LES posee una disminucion en la frecuencia de
los marcadores de residencia, pero un aumento en el nimero en comparacion con el grupo

control

Para demostrar y caracterizar la presencia de linfocitos B de memoria residentes que componen a
la poblacién no circulante se evalud la expresion de marcadores de residencia que son tipicos de
los linfocitos T de memoria residentes, como una alta expresion de CXCR3y CD69 (Allie &
Randall., 2020). Por lo tanto, analizamos la expresion de estos marcadores en la poblacion de los

linfocitos B de memoria IgM*e IgM-IgD- no circulantes en los ratones sanos y enfermos. En
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primer lugar, se analizé el marcador CD69 en conjunto con la expresion de CXCR3 en los
linfocitos B de memoria IgM*. Como se muestra en la Figura 11 A, observamos que, tantoen bazo
como pulmoén, la mayoria de estas células carece de ambos marcadores, y s6lo una proporcion
pequefia expresa CD69 en ambos o¢rganos. Contrario a lo esperado, la frecuencia de
CD69*CXCR3-enel pulmdn de los ratones enfermos tuvo una reduccion significativa en contraste
con el control. Sin embargo, no se encontraron diferencias en el nimero total de esta subpoblacion
(Figura 11 B, C). Por otra parte, la frecuencia de células CD69*CXCR3* fue minoritaria en bazo
y pulmoén (Figura 11 A), observando un leve aumento en el nimero total de esta poblacion en el
pulmén de ratones enfermos (Figura 11 A, D, E). Al evaluar la expresion de CD69 y CXCR3en
linfocitos B de memoria con cambio de clase, se pudo observar que esta poblacion expresa
mayores niveles de CD69 en el pulmdn con respecto al bazo (Figura 11 F). Al igual que en los
linfocitos B de memoria IgM™*, se observa una disminucion en la proporcion de células
CD69"CXCR3-enel pulmoén de ratones enfermos (Figura 11 F, G), lo cual sugiere que la mayoria
de los linfocitos B de memoria que estan infiltrando el pulmén no expresan marcadores de
residencia. Aun asi, se observa un leve aumento en el niumero total de células CD69*CXCR3-en
el pulmon de ratones enfermos. Similar a lo observado en los linfocitos B de memoria IgM*, la
frecuencia de células CD69*CXCR3* fue minoritaria en bazo y pulmén (Figura 11 F), observando
un leve aumento en el nimero total de esta poblacién en el pulmoén de ratones enfermos (Figura
11 H). En conjunto, a pesar de encontrar un leve aumento en el numero total de linfocitos B de
memoria que expresan marcadores de residencia, nuestros resultados sugieren que la mayoria de
las células de memoria que se acumulan en el pulmén del modelo de LES no expresan en su

mayoria marcadores de residencia de tejido.
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Figura 11. El bazo y pulmon de ratones del modelo murino de LES tienen una disminucionen la
frecuencia de linfocitos B de memoria IgM- IgD- residentes (A-B-D) Gréficos de citometria de flujo
representativos y de la frecuencia de los linfocitos B de memoria IlgM* no circulantes CD69* CXCR3*
de los ratones del modelo murino de LES y control en bazo y pulmén (C-E) Gréafico de nimero de
linfocitos B de memoria IgM* no circulantes CD69* CXCR3*" en las condiciones LES y control. (F-G-
I) Gréaficos de citometria de flujo representativos y de la frecuenciade los linfocitos B de memoria IgM-
IgD" no circulantes CD69* CXCR3*" de los ratones del modelo murino de LES y control en bazo y
pulmén (H-J) Grafico de nimero de linfocitos B de memoria IgM-1gD- no circulantes CD69* CXCR3*
en las condiciones LES y control. Para los ratones del modelo murino de LES en bazo (n=5)y pulmén
(n=5); para el grupo control en bazo (n=6) y pulmon (n=6). Cadaratdn es representado por un punto.
Las diferencias estadisticas se calcularon solamente entre las condiciones control y LES de cada érgano
con una prueba-t no pareada o Mann-Whitney segln el resultado de la prueba de normalidad. %,
frecuencia; #, niUmero.

5.8 El bazo y el pulmdn en los ratones del modelo de LES presentan una tendencia al

aumento de los linfocitos autorreactivos

Nuestros resultados indican que los ratones del modelo de LES inducido por pristano tienen un
mayor numero de linfocitos B de memoria que infiltran el parénquima tisular comparado con
ratones sanos. Por lo tanto, nos interesd evaluar si esta poblacion residente contiene células

autorreactivas, lo cual corresponde al segundo objetivo de este seminario. Para detectar a los
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linfocitos B autorreactivos se utilizd una técnica previamente descrita que consiste en utilizar un
péptido tetramérico biotinilado que actia como un mimetopo de dsDNA, denominado DWEY'S.
Este péptido se incuba con estreptavidina conjugada con un fluorocromo. La estreptavidina (SA)
es una proteina que se caracteriza por su alta afinidad por la biotina; de esta forma, permite unirse
al péptido por medio de la biotina, y funcionar como un marcador de células autorreactivas contra
dsDNA. Al unirse el complejo péptido-biotina-SA-fluorocromo a las células que son
autorreactivas, estas puedenser identificadaspor citometria de flujo (Jacobi y col., 2009; Newman
y col., 2003; Wangriatisak y col., 2021). Al analizar la composicién de los linfocitos B
autorreactivos de los ratones del modelo de LES inducido y los ratones sanos en el bazo y pulmon,
estos correspondian a menos 0,5 % de los linfocitos; ademés, se observd que en la condicion
control, tanto para el bazo como en el pulmén, hubo una mayor poblacion autorreactiva que en los
ratones del modelo de LES, lo cual es un resultado contradictorio con la literatura, dado que, a
pesar de que es posible encontrar linfocitos autorreactivos en los ratones sanos, estos no debiesen
ser mayores que en una enfermedad que es caracteristica por la activacion de linfocitos B

autorreactivos que tienen especificidad por dSDNA (Jacobi y col ., 2009) (Figura 12 A, B, C).
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Figura 12. El bazo y pulmén de los ratones del modelo murino con LES presentan un menor
porcentaje de linfocitos B autorreactivos que los ratonessanos (A - B) Grafico de citometria de flujo
y frecuenciade los linfocitos B no circulantes DWEY S* de los ratones del modelo murinode LES y
control en bazo y pulmén. (C) Gréafico de numero de linfocitos B no circulantes DWEYS* en las
condiciones LES y control. Para losratones del modelo murino de LES en bazo (n=3) y pulmdn (n=3);
para el grupo control en bazo (n=3) y pulmon (n=3). Cada ratén es representado por un punto. Las
diferencias estadisticas se calcularon solamente entre las condiciones control y LES de cada 6rgano con

una prueba-t no pareada o Mann-Whitney segun el resultado de la prueba de normalidad. %, frecuencig;
#, nUmero.

Dado que los resultados obtenidos al utilizar el péptido como marcador de los linfocitos
autorreactivos no fueron acordes con la literatura ni la naturaleza de la propia enfermedad, se
realiz6 un ensayo ELISpot como experimento alternativo para poder determinar la presencia de
células productoras de anticuerpos autorreactivos en bazo y pulmon. Se cuantificaron tanto las
células secretoras de 1gG anti-dsSDNA como el nimero total de células secretoras de 1gG. Sin
embargo, las limitaciones de este método radican en la imposibilidad de discernir a los linfocitos
B no circulantes de los circulantes, pero permite tener una aproximacién al considerar que,
mediante el marcaje intravascular, en el bazo y pulmon la proporcién de no circulantes era por
sobre el 80%. Observamos que el bazo de ratones enfermos present6 un aumento significativo del
namero de células secretoras de IgG y una tendencia no significativa en los pulmones en
comparacion a los ratones sanos (Figura 13 A, B). Ademas, fue posible detectar células
productoras de anticuerpos anti-dsDNA en el bazo de ratones sanos y enfermos, sin encontrar
diferencias significativas en el nimero total de estas (Figura 13 C, D). Interesantemente, también

se detectaron células autorreactivas en el pulmon de ratones enfermos, mientras que estas no fueron
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detectadasen el pulmén de ratones sanos (Figura 13 C, D). De acuerdo con estos resultados, se
lograron detectar linfocitos B autorreactivos en el pulmon de ratones del modelo de LES, de los
cuales una alta proporcion probablemente corresponde a células no circulantes que estan en el
parénquima. Esto se podria confirmar o reafirmar al aumentar el tamafio muestral de estos
experimentos, donde probablemente se pudiese observar de mejor forma esta tendencia con

diferencias significativas.
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Figura 13 El bazo y pulmdn de los ratones del modelo murino de LES presentan una tendencia a
presentar célulassecretoras de 1gG autorreactivos. (A) ELISpots representativos para la evaluacion
de células secretoras de IgG en la condicion con LES y control para bazo y pulmén. (B) niamero de
celulas secretorasde 1gG normalizado por cada 1 x 106 células. (C) ELISpots representativos para la
evaluacion de célulasautorreactivas contradsDNA en la condicion con LESy control para el bazo y
pulmén. (D) nimerode célulasautorreactivas normalizado por cadal x 10© células. Para los ratones con
LES y control: bazo (n=3) y pulmén (n=3). Cadaraton es representado por un punto. Las diferencias
estadisticas se calcularonsolamente entre las condiciones control y LES de cada 6rganoconuna prueba-
t no pareada o Mann-Whitney segun el resultado de la prueba de normalidad. %, frecuencia; #, numero.
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6. DISCUSION

El establecimiento de los linfocitos B de memoria residentes en tejidos (BRM) corresponden a un
interesante descubrimiento que permitié ampliar nuestro entendimiento de las funciones de
linfocitos B y su implicancia en la defensa de los tejidos que estan en constante exposicion a
agentes infecciosos. De estas investigaciones la mayoria se han centrado en caracterizar esta
poblacion en el pulmén en el contexto de infecciones respiratorias tales como la influenza y la
neumonia. No obstante, se desconoce si los BRM también se pueden establecer en otro tipo de
enfermedades, como aquellas de origen autoinmune donde ocurre una activacion de linfocitos B
autorreactivos, como lo es el lupus eritematoso sistémico. En este trabajo como primer objetivo se
propuso caracterizar a los linfocitos B no circulantes y evaluar dentro de esta poblacion la
existencia de los linfocitos BRM en drganos linfoides y no linfoides en la enfermedad autoinmune
del lupus eritematoso sistémico en el modelo murino BALB/c de LES inducido por pristano. Se
evaluaron en érganos linfoides (bazo y ganglios mediastinales) y no linfoides (pulmén y rifion)
donde posiblemente se establecerian los BRM dado que estos dos ultimos tejidos resultan
severamente afectados producto de la capilaritis pulmonar y nefritis grave asociada a la
enfermedad. Se utilizé la cepa BALB/ca la cual se le indujo el LES mediante una inyeccién por

pristano.

En el modelo de LES utilizado en este trabajo confirmamos que efectivamente presenta sintomas
del LES en humanos como niveles de autoanticuerpos elevados y artritis, siendo este Gltimo una
de las manifestaciones mas comunes entre los pacientes, puesto que entre un 69% al 95% de las
personas con LES la padecen (Grossman., 2009). Se ha descrito que la induccion de LES en esta
cepa de raton genera depositos de complejos inmunitarios en el rifidn que provocan proteinuria

grave y nefritis, sin embargo, en nuestro caso, no se desarrollé, como se pudo evidenciar en los
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bajos niveles de proteinuria en orina (Perry y col., 2011). Si bien la mayoria de los estudios del
modelo de LES inducido con pristano evalla el desarrollo de la nefritis a los 6 meses, también se
ha reportado que este sintoma se puede desarrollar tardiamente entre los 6-8 meses posterior a la
administracion de pristano (Summers y col., 2010; Richard & Gilkeson., 2018). Posiblemente, si
nuestro disefio experimental se hubiera extendido por mayor tiempo se habria detectado nefritis

grave posterior a los 6 meses.

Luego de confirmar que nuestro modelo indujo sintomas del LES, se procedié al analisis de los
fenotipos de los linfocitos en cada 6rgano. Nuestros datos muestran que, aunque no vario de
manera significativa la frecuencia de los linfocitos B, el numero de células aumentd de manera
significativa en los ganglios mediastinales y el pulmén en los ratones del modelo murino de LES,
mientras que en el bazo se presentd una reduccion del nimero de linfocitos B en comparacion con
los ratones control. El rifion, en cambio, no presentd diferencias entre los ratones sanos y los
enfermos, lo cual es consistente con que, en nuestro modelo no se produjo dafio renal evidente.
Por otro lado, los linfocitos B no circulantes aumentaron en el pulmén de los ratones del modelo
de LES en comparacion al control, mientras que en el bazo hubo una disminucién. El aumento de
los linfocitos B no circulantes que estarian localizados en el parénquima del pulmon de los ratones
del modelo de LES sugiere un reclutamiento linfocitario en el érgano asociado a la enfermedad.
Esto es consistente a lo observado en pacientes con LES en donde el pulmon presenta infiltracion
de células inmunitarias asociadas generalmente a una capilaritis pulmonar (Al-Adhoubi &
Bystrom 2020; Chowdhary y col., 2007). De hecho, en ratones C57BL/6 la inyeccion de pristano
desencadenaen una capilaritis pulmonar con infiltrados perivasculares de linfocitos, macrofagos,
neutréfilos, y eosindfilos (Reeves y col., 2009); y, aunque el modelo BALB/c de LES inducible
por pristano no genera capilaritis pulmonar, si se ha reportado inflamacion del tejido pulmonar

(neumonitis) acompafado por infiltrados inflamatorios perivasculares (Leiss y col., 2013). Por
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otro lado, la reduccién de linfocitos B en el bazo, tanto en frecuencia como en namero total de
células, es posible que sea productode la activacion y migracion deestas células hacia otros tejidos
inflamados. Serian necesarios experimentos adicionales para responder si existe migracién de
células del bazo hacia otros sitios como el pulmoén. Un estudio que ha abordado el establecimiento
de linfocitos B de memoria en el contexto de infecciones pulmonares reporto que el porcentaje de
linfocitos B de memoria extravasculares (en este trabajo llamados “no circulantes™) en el pulmon
aumenta significativamente tras la infeccién (Barker y col., 2021). Aqui demostramos, de igual
manera, que en el LES la poblacion de linfocitos B de memoria presentes en el pulmoén eran
principalmente no circulantes, siendo esta poblacion significativamente mayor en los ratones
enfermos. Por otra parte, en el bazo, tuvieron una menor o igual frecuencia y un nimero menor,
dependiendo de si se trataba de linfocitos B de memoria IgM™* o de cambio de clase. Por lo tanto,
en el modelo murino de LES estudiado en este trabajo, hay un aumento de los linfocitos B de

memoria no circulantes en el pulmén, mientras que, en el bazo, hay una disminucion.

Un area que ha tenido considerable atencion en los Gltimos afios es la identificacion de nuevos
marcadores fenotipicos para definir y caracterizar linfocitos B de memoria generados en respuesta
a infeccion o inmunizacién. Una gran proporcién expresa las moléculas CD73 y PD-L2 por
separado, o co-expresan ambas moléculas (Allie y col., 2019; Tomayko y col., 2010; Cancro &
Tomayko., 2021). Estudios en los cuales se han identificado linfocitos BRM en modelo murino de
infeccion con influenza y neumonia, han descrito que posterior a la infeccién, los linfocitos B de
memoria no circulantes en el pulmén en su mayoria expresan los marcadores CD73y PD-L2 en
comparacion con las contrapartes circulantes y los organos linfoides secundarios (Barker y col.,
2021; Tan y col., 2022). Consistentemente, en nuestros resultados encontramos que los linfocitos
B de memoria IgM*y con cambio de clase en su mayoria expresan CD73 0 co-expresan CD73y

PD-L2. Ademas, observamos que los linfocitos B de memoria del pulmoén de los ratones del
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modelo de LES tienen un aumento en la frecuencia de CD73* tanto en los linfocitos B de memoria
con cambio de clase como en los IgM*. La proporcion de células CD73*PD-L2* no presentaron
diferencias significativas, aunque se pudo observar un aumento en el nimero total de esta
poblacion en el pulmoén de los ratones enfermos. Estos datos sugieren que los linfocitos B de
memoria IgM* en el pulmén tendrian mayor capacidad de diferenciarse a células plasmaticas, y
los linfocitos B de memoria con cambio de clase tendrian una mayor predisposicion a reingresar

en la reaccion del centro germinal.

El cambio de clase de inmunoglobulina en los linfocitos B de memoria determina las funciones
efectoras que tendrén al reactivarse y producir anticuerpos. Por tanto, es de gran interés estudiar
el patron de expresion de inmunoglobulinas tanto en respuestas a infecciones como en
enfermedades autoinmunes. Observamos que la frecuencia de linfocitos B de memoria que
expresan IgA es mayor en el pulmon en relacion con el bazo tanto en los controles como en los
ratones enfermos. Esto es consistente con hallazgos de que las BRM de pulmén normalmente
contienen una mayor proporcion de IgA en relacion con los linfocitos B de memoria de la sangre
y bazo (Tan y col., 2022). Ademas, cuando se induce una infeccién con influenza hay un mayor
cambio de isotipo a IgA en el pulmén que en otros 6rganos linfoides (Onoderay col., 2012). Aun
asi, es importante destacar que en infecciones respiratorias virales y bacterianas se inducen
principalmente células de memoria 1gG tantoen pulmon como en otros érganos linfoides (Onodera
y col., 2012; Allie y col., 2019; Barker y col., 2021; Tan y col., 2022). Nuestros resultados
muestran que el desarrollo de LES esta asociado a una reduccion de los linfocitos B de memoria
IgA tanto para el bazo como el pulmon, en relacion con los ratones sanos. Interesantemente, en el
pulmon de ratones enfermos también encontramos una reduccion en la frecuencia de linfocitos B
de memoria 1gG2b, que es un isotipo predominante en la respuesta humoral del pulmén (Allie y

col., 2019; Barker y col., 2021). Estos resultados sugieren que los linfocitos de memoria que se
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acumulan en el pulmén durante el LES son preferentemente de otra subclase de 1gG. Al respecto,
un estudio muestra que al analizar el suero deratones NZBWF1 que desarrollan LES, las subclases
de lgG predominantes son la IgG2ae 1gG3 (Wellmann y col., 2001). Por lo tanto, un desafio futuro
seria evaluar de forma exhaustiva la expresion de otras subclases de 1gG en el modelo de LES
inducido por pristano. Luego de establecer el fenotipo de los linfocitos no circulantes en los
respectivos 6rganos; lo siguiente fue determinar si esta poblacién genera residencia en los tejidos
al evaluar la expresion de marcadores de residencia. Se han realizado esfuerzos en determinar los
marcadores responsables de la migracion de los linfocitos B de memoria a los sitios de infeccion;
la mayoria de las investigaciones concluyen que estos son compartidos con los linfocitos T
residentes, como son CD69y CXCR3, los cuales han sido ampliamente caracterizados (Mueller y
col., 2013; Allie & Randall., 2020). Numerosos estudios coinciden que, tras una infeccién o
inmunizacion respiratoria, los linfocitos B de memoria del pulmén muestran una expresion elevada
deCD69y CXCR3(Onoderay col., 2012; Allie y col., 2019; Barkery col., 2021; Tan y col., 2022;
Maclean y col., 2022; Gregoire y col., 2022). Nuestros resultados muestran que hay una mayor
proporcion de linfocitos B CD69*en el pulmdn en comparacion con el bazo tanto para los controles
como para los ratones enfermos, indicando que hay un enriquecimiento en células con residencia
tisular en este 6rgano. Contrario a lo esperado, en el LES hay una disminucion en la frecuencia de
los linfocitos B de memoria CD69* en el pulmén en relacidén con el control, mientras que el bazo
presento un aumento leve pero significativo en los linfocitos B con cambio de isotipo. No hubo
diferencias significativas en la frecuencia de los linfocitos B de memoria dobles positivos, ademas
de representar una frecuencia menor del 6% en el pulmén y del 2% en el bazo. Estos resultados
reafirman que en el pulmon hay una infiltracién de linfocitos B de memoria, pero que estos no
expresan marcadores de residencia tisular. Por otra parte, un estudio ha reportado que para el
establecimiento de linfocitos B de memoria IgA™ residentes en el pulmon se requiere de CXCR3,

lo cual, en nuestro caso, podria explicar la disminucién de la expresion de IgA tanto en el pulmon
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como en el bazo (Oh y col., 2021). Interesantemente, un estudio reciente muestra que, ante una
infeccion pulmonar, se generan BRM CXCR3* bona fide (auténticos) y BRM CXCR3- bystander
(espectadores). Estos ultimos no son especificos contra la infeccién, sin embargo, son capaces de
retener antigenos localmente mediante la unién de complejos inmunes (Gregoire y col., 2022). Por
tanto, la expresion de marcadores como CXCR3 por si sola no permite concluir definitivamente si
los linfocitos B son una poblacion residente de tejido. Es importante enfatizar que ain no se han
determinado los marcadores definitivos de residencia que sean propios de los linfocitos B, por lo
que una importante proyeccion de estudio a futuro seria poder determinarlos; esto permitiria
simplificar su deteccion por medio de citometria de flujo, dado que por el momento, el
procedimiento experimental definitivo para demostrar que una poblacién celular particular reside
en untejidoy no recircula es la parabiosis, es decir, la unién quirargica de la piel entre dos ratones
lo que da como resultado la anastomosis de la vasculatura y por consecuencia el equilibrio entre
las células circulantes, mientras que las células residentes no se equilibran, lo que proporciona

evidencia de residencia en el tejido (Szabo y col., 2019).

El segundo objetivo de este trabajo fue identificar y caracterizar mediante citometria de flujo los
linfocitos B de memoria no circulantes autorreactivos. Para esto se utilizé un péptido, denominado
DWEYS acoplado a un fluorocromo, que actda como un mimetopo de dsDNA (Jacobi y col.,
2009). Sin embargo, nuestros resultados fueron inconsistentes, probablemente asociado a la union
inespecifica de la estreptavidina a los receptores, dado que, en el control sin péptido, es decir
incubado solo con estreptavidina, se logré observar una poblacion positiva; ademas, la frecuencia
de union al tetrdmero era mayor en el control que en los ratones del modelo murino de LES, lo
cual es contradictorio a lo que se esperaba en base a la literatura y la naturaleza de la enfermedad
(Jacobi y col., 2009). Por lo tanto, como alternativa, se realizé un ELISpotspara detectarde manera

fiable las células autorreactivas. Como era esperable, en el pulmon de los ratones sanos no se
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detectaron células autorreactivas mientras que los ratones del modelo murino de LES presentaron
un aumento de estos en dos de los tres ratones analizados. En el bazo se detectaron células
autorreactivas tanto en el control como en el LES, siendo mayor en los ratones del modelo murino
de LES que el control. También evaluamos el nimero de células secretoras de 1gG, dado que el
lupus eritematoso sistémico (LES), y otras enfermedades autoinmunes como la artritis reumatoide
(AR), se caracteriza por titulos elevados de autoanticuerpos 1gG en suero (Meffre & Wardemann.,
2008). En ambos 6rganos tuvieron un aumento de los niveles de células secretoras IgG*en la
condicion de LES, sin embargo, con este método no pudimos identificar a los linfocitos B de
memoria no circulantes ni caracterizar en profundidad su fenotipo, pero nos permitié tener una
idea sobre los autoanticuerpos presentes en el érgano y la autorreactividad de las células, sean
estas transelntes o no circulantes, y cémo la enfermedad genera un aumento de estos en los
respectivos érganos. A futuro, seria relevante la estandarizacion de un protocolo para detectar
linfocitos autorreactivos para poder ser identificados mediante citometria de flujo y asi poder

esclarecer la autorreactividad de los linfocitos B de memoria que se infiltran al pulmén.

En resumen, en este trabajo se demostrd que la induccion de LES en el modelo de raton BALB/c
generd una infiltraciéon de linfocitos B de memoria CD73* al pulmdn, sin embargo, estas células
no recapitulan el fenotipo de residencia tisular que se ha descrito en el contexto de infecciones
respiratorias. A futuro seria relevante corroborar con otros modelos, como aquellos de origen
genético, la capacidad deresidencia de los linfocitos B, y poder confirmar mediante parabiosis que
efectivamente se trate de una poblacion residente. Ademas, es importante poder esclarecer los
marcadores de residencia de los linfocitos B y estandarizar un protocolo de deteccion de linfocitos

autorreactivos mediante citometria de flujo.
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7. CONCLUSIONES

En conjunto, los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que en el modelo de LES
inducido por pristano ocurre una infiltracion significativa de linfocitos B de memoria en el pulmon.
Los linfocitos B que se acumulan en el pulmén son fenotipicamente distintos de los linfocitos B
de memoria en el grupo control, ya que presentan mayor expresién de CD73. Por otra parte, los
linfocitos B de memoria que infiltran el pulmon en el modelo de LES poseen una menor frecuencia
de células que expresan el isotipo IgA e 1gG2b, lo cual sugiere que en la enfermedad se esta
promoviendo el cambio de clase hacia otro subtipo de 1gG. Contrario a lo esperado, los linfocitos
B que se acumulan en el pulmén del modelo de LES en su mayoria no expresan moléculas CD69
y CXCR3, tipicamente asociadas a residencia tisular, en contraste a lo observado en los BRM en
el contexto de las infecciones respiratorias. También es importante destacar que el dafio renal es
una afecciéon comun en los pacientes y modelos murinos de LES, sin embargo, el modelo
implementado en este trabajo no desarrolld nefritis, motivo por el lo cual no se continud estudiando
las subpoblaciones de linfocitos B en el rifion. Estudios futuros en otros modelos murinos de LES
debiesen abordar la interrogante si se establecen BRM en el rifion. Por otra parte, se lograron
detectar linfocitos B autorreactivos en el pulmén de ratones del modelo murino de LES, de los
cuales una alta proporcion probablemente corresponde a células no circulantes que estan en el
parénquima. En conjunto, estos datos aportan evidencia de que en el lupus eritematoso sistemico
hay una infiltracion significativa de linfocitos B, sin embargo, estos no recapitulan el fenotipo de

los linfocitos B de memoria residentes detejido que se establecen durante infecciones respiratorias.
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Figura suplementaria 1. Aumento de la frecuencia de linfocitos B no circulantes totales en el
pulmén de los ratones del modelo murino de LES. (A-B) Graficos de citometria de flujo
representativos y las respectivas frecuencias tanto de los linfocitos B no circulantestotales (CD45iv)
de los ratones del modelo murino de LES en bazo (n=5), MLND (n=5), Pulmdn (n=5) y Rifién (n=5),
como de los linfocitos B no circulantes del grupo control en bazo (n=6), MLND (n=5), Pulmén (n=5) y
Rifion (n=4). Cada raton es representado por un punto. Las diferencias estadisticas se calcularon con
una prueba-t no pareada o0 Mann-Whitney segun el resultado de la prueba de normalidad. Se muestran
los valores exactos de probabilidad (p) significativos. MLND, ganglio mediastinal; %, frecuencia.
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Figura suplementaria 2. El modelo de LES inducido por pristano presenta una mayor frecuencia
de linfocitos B de memoria no circulantes en el pulmén. (A-C) Graficos de citometria de flujo
representativos y de la frecuencia de los linfocitos B de memoria IgM*IgD- no circulantes (CD45iv") de
losratones del modelo murinode LESen bazo (n=5), MLND (n=5), Pulmén (n=5)y Rifidn (n=5),como
de los linfocitos B de memoria IgM*IgD- no circulantes del grupo control en bazo (n=6), MLND (n=5),
Pulmon (n=5) y Rifion (n=4). (B) Grafico de frecuencia de linfocitos B de memoria IgM*IgD". (D-F)
Gréaficos de citometria de flujo representativos y de la frecuenciade los linfocitos B de memoria IgM-
IgD- no circulantes (CD45iv") de los ratones del modelo murino de LES en bazo (n=5), MLND (n=5),
Pulmén (n=5) y Rifién (n=5), como de los linfocitos B de memoria IgM-IgD- no circulantes del grupo
control en bazo (n=6), MLND (n=5), Pulmén (n=5) y Rifion (n=4). (B) Grafico de frecuencia de
linfocitos B de memoria IgM'IgD-. Cada ratdn es representado por un punto, rojos para los ratones
inyectados con pristano (LES) y azul para los ratones inyectados con PBS (controles). Las diferencias
estadisticas se calcularon con una prueba-t no pareada o Mann-Whitney segun el resultado de la prueba
de normalidad. Se muestran los valores exactos de probabilidad (p) significativos. MLND, ganglio
mediastinal; %, frecuencia.
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Figura suplementaria 3. Los linfocitos B de memoria no circulantes presentesen el pulmén y en
los ganglios mediastinales de los ratones enfermostienden a reingresar en la reaccion de centro
germinal. (A, B, C, D) Graficosdecitometriade flujo representativos y de la frecuenciade los linfocitos
B de memoria IgM*IgD- no circulantes (CD45iv’) CD73*PD-L2*y CD73*-PD-L2" de los ratones del
modelo murino de LES en bazo (n=5), MLND (n=5), Pulmén (n=5) y Rifién (n=5), como de los
linfocitosB de memoria IgM*IgD-no circulantes del grupocontrolenbazo (n=6), MLND (n=5), Pulmén
(n=5) y Rifidon (n=4). (E, F, G, H) Gréaficos de citometria de flujo representativos y de la frecuencia de
los linfocitos B de memoria IgM-IgD" no circulantes (CD45iv)) CD73'PD-L2"y CD73*-PD-L2" de los
ratones del modelo murino de LES en bazo (n=5), MLND (n=5), Pulmoén (n=5) y Rifion (n=5), como
de los linfocitos B de memoria IgM-IgD- no circulantes del grupo control en bazo (n=6), MLND (n=5),
Pulmén (n=5) y Rifion (n=4). Cada ratdn es representado por un punto, rojos para los ratones inyectados
con pristano (LES) y azul para los ratones inyectados con PBS (controles). Las diferencias estadisticas
se calcularon con una prueba-t no pareadao Mann-Whitney segun el resultado de la prueba de
normalidad. Se muestran los valores exactos de probabilidad (p) significativos. MLND, ganglio
mediastinal; %, frecuencia.
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Figura suplementaria 4. El pulmdn de los ratones del modelo murino de LES presenta una
disminucion de los marcadores tipicos de residencia de los linfocitos T de memoria residentes en
los linfocitos B de memoria IgM*. (A, B) Gréaficos de citometria de flujo representativos y de la
frecuencia de los linfocitos B de memoria IgM*IgD- no circulantes totales (CD45iv’) CD69*CXCR3*
de los ratones del modelo murino de LES como del grupo control en bazo, MLND, Pulmony Rifion.
Los ratones del modelo murino de LES en bazo (n=5), MLND (n=5), Pulmén (n=5) y Rifién (n=5);
grupo control en bazo (n=6), MLND (n=5), Pulmon (n=5) y Rifion (n=4). Las diferencias estadisticas
se calcularon con una prueba-t no pareada o Mann-Whitney segun el resultado de la prueba de
normalidad. Se muestran los valores exactos de probabilidad (p) significativos. MLND, ganglio

mediastinal; %, frecuencia.
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Figura suplementaria 5. El pulmén de los ratones del modelo murino de LES presenta una
disminucion de los marcadores tipicos de residencia de los linfocitos T de memoria residentes en
los linfocitos B de memoria con cambio de clase. (A, B) Gréaficos de citometria de flujo
representativos y de la frecuencia de los linfocitos B de memoria IgM-IgD- no circulantes totales
(CD45iv") CD69*CXCR3*-de los ratones del modelo murino de LES como del grupo control en bazo,
MLND, Pulmén y Rifién. Cada raton es representado por un punto, rojos para los ratones inyectados
con pristano (LES) y azul para los ratones inyectados con PBS (controles). Los ratones del modelo
murinode LESen bazo (n=5), MLND (n=5), Pulmén (n=5) y Rifién (n=5); grupo control en bazo (n=6),
MLND (n=5), Pulmon (n=5) y Rifion (n=4). Las diferencias estadisticas se calcularon con una prueba-
t no pareada o Mann-Whitney segun el resultado de la prueba de normalidad. Se muestran los valores
exactos de probabilidad (p) significativos. MLND, ganglio mediastinal; %, frecuencia.
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Figura suplementaria 6. En el modelo murino de LES hay una disminucién de la frecuencia de
IgA entodos los drganos. (A-F) Graficos de citometria de flujo representativos y de la frecuencia de
los linfocitos B de memoria IgM*IgD" no circulantes totales (CD45iv’) de los ratones del modelo
murino de LES en bazo (n=5), MLND (n=5), Pulmén (n=5) y Rifién (n=5), como de los linfocitos B
de memoria IgM*IgD- no circulantes del grupo control en bazo (n=6), MLND (n=5), Pulmén (n=5) y
Rifion (n=6). (E) Grafico de frecuencia de linfocitos B de memoria IgM*IgD". Cada raton es
representado por un punto, rojos para los ratones inyectados con pristano (LES) y azul para los ratones
inyectados con PBS (controles). Las diferencias estadisticas se calcularon con una prueba-t no pareada
0 Mann-Whitney segln el resultado de la prueba de normalidad. Se muestran los valores exactos de
probabilidad (p) significativos. MLND, ganglio mediastinal; %, frecuencia.
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