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Abreviaturas

Acs: Anticuerpos

ADNCc: Acido desoxirribonucleico copia

Ags: Antigenos

APRIL: “a proliferation-inducing ligand” pertenecientéaasuperfamilia del TNF
ARNmM: Acido ribonucleico mensajero

ASB: Albumina sérica bovina

Ble: Linfocito B1 esplénico

B1p: Linfocito B1 peritoneal

B2e Linfocito B2 esplénico

B2p: Linfocito B2 peritoneal

BAFF: “B cell-activating factor” perteneciente a la stfpmilia del TNF
BAFF-R: Receptor de “B cell-activating factor”

BCMA: B cell maturation Antigen

BCR: Receptor de la célula B

CG: Centro Germinal

CP: célula/s plasmaticals

EF: Extrafolicular

ELISA: “ Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay” o Ensayo pawinoabsorcion ligado
a enzimas

FE: Focos extrafoliculares

FO: Foliculo



FSC: Dispersion de luz hacia adelante

Ig/s: Inmunoglobulina/s

INF-gamma: Interferon gamma

LES: Lupus eritematoso sistémico

Li: Linfocito

LPS: Lipopolisacarido bacteriano

PALS: Manto linfoide periarteriolar

PBS: Solucion tampon de fosfatos.

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa
POD: peroxidasa

rpm: revoluciones por minuto

SBF: Suero bovino fetal

SSC:Dispersién de luz hacia el costado
TACI: Transmembrane Activator and Calcium modulator gmtbphilin ligand Interactor
Tg: Transgénicos

TLR: Receptores de tipo Toll

ZM: Zona Marginal



Resumen




Los LiB1 representan una poblacién particular adotiitos B que pueden ser
distinguidos de los LiB convencionales (LiB2) par fenotipo, localizacion anatémica y
propiedades funcionales. Estas células represamianuna pequefia fraccion de los LiB
esplénicos, pero constituyen una poblacion may@itn cavidad pleural y peritoneal. La
localizacién diferencial de los LiB1 les permite sao de los primeros tipos celulares que
interaccionan con patdégenos que atraviesan elliepitgestinal. Los LiB1 producen la
mayoria de la IgM sérica y mucha de la IgA presentel epitelio intestinal. Estas células
tienen un repertorio de BCR (de la sigla en ing@é&Sell Receptor, receptor para antigeno
de los linfocitos B) enriquecido en poli-especdimiles de baja afinidad para una amplia
variedad de antigenos. Por todo lo mencionadoiantente, se sabe que los LiB1 juegan
un rol crucial en la temprana y eficiente remoaiénpatogenos, lo que concomitantemente
facilita una optima transicién entre la inmunidaddta y adaptativa.

Los LiB1 secretan espontaneamente Inmunoglobu(iga$ y, en comparacién con
los LiB2, tienen una cinética mas rapida para $acesmticuerpos cuando son activados con
lipopolisacarido bacteriano (LPS). Aumentos en empartimiento de LiB1 se han
asociado a fendmenos autoinmunes. Asi, altos n@MeB1 estan presentes en cepas de
animales que desarrollan enfermedades autoinmooes, los ratones NZB/W. Se observo
gue en animales deficientes en la proteina SPAyLuh aumento en la poblacion de LiB1
y dicho incremento esta acompafado de elevaddasstite anticuerpos contra ADN junto
a una nefritis, similar a la que se presenta drupls Eritematoso Sistémico (LES). Se
observé que animales deficientes en CD22 y en Sigleresentan un gran incremento en
el numero de LiB1 y desarrollan autoinmunidad. r 8o, la identificacion de factores

reguladores capaces de controlar diferencialmemtexpansion y sobrevida de LiB1,



podrian ser importantes herramientas a manipuleantil el progreso de una deletérea
respuesta autoinmune.

En los dltimos afios, FcgammaRlIb, receptor parziporFc de la IgG de tipo
inhibitorio, emergié como un posible mediador dedarevida de los LiB. Este receptor es
expresado, como muchos de los receptores parar@opoFc de IgG, sobre células
mieloides. Sin embargo, FcgammaRllb es el Uniceptx para la porcion Fc de la IgG
expresado por los LiB. Durante el proceso de difgexion de los LiB en células
plasméticas, se observo la disminucidn de la eiprete muchos marcadores de linaje de
LiB como CD19, B220, Igs, etc. FcgammaRllb es ueolak pocos receptores que no
disminuyen su expresion durante este proceso. Parparte, es conocido que el solo
entrecruzamiento de FcgammaRllb induce apoptosiegi&iB y de células plasméaticas
(CP). FcgammaRllb une complejos inmunes y gatdlala apoptosis de LiB. Este proceso
ocurre de manera independiente de BCR. Podemosugoectonces que la habilidad de
FcgammaRlIlb para inducir la apoptosis de los LiBne la potencialidad de actuar en
distintos puntos durante etapas de proliferaciordiferenciacion de estas células.
Consecuentemente, la deficiencia de FcgammaRllldepwontribuir al desarrollo de
enfermedades autoinmunes como LES, artritis reudedoy encefalitis autoinmune
experimental.

Por otra parte, es conocido que miembros de |ditade factor de necrosis tumoral
(TNF), como CD40 y Fas juegan un rol fundamentaglemantenimiento de la sobrevida
de LiB. Recientemente, se ha identificado a BARRctor activador de linfocitos B
perteneciente a la familia TNF, de la sigla enésgB cell Activating Factor) también
conocido como BLyS, como una citoquina que inflsgére la sobrevida de los LiB. La

manipulacion de la expresion de BAFF en animaleg)gerimentacion llevé a concluir



gue alteraciones en la expresion de dicha citogtigm& consecuencias en la homeostasis
de los LiB. Se observd que elevados niveles sérdeo8AFF, no solo en animales de
experimentacion sino también en humanos, se ascoiarfendmenos de autoinmunidad

mediada por anticuerpos y con una alterada seleo@gativa de Linfocitos B.

En este trabajo de tesis identificamos que:

* Los LiB1 expresan altos niveles de FcgammaRllbry m@s susceptibles, que los

LiB2, ala muerte mediada por este receptor.

» FcgammaRllb regula la sobrevida de los LiB1 in vivo

* La expresion de FcgammaRllb en LiB1 es reguladaligandos de Receptores

Tipo Toll (TLR), IL4 y BAFF.

» BAFF protege a los LiB1 peritoneales de la apoptogiucida via FcgammaRlib.

 Los LiB1 peritoneales provenientes de animales BABFpresentan niveles

disminuidos de FcgammaRlIlb en condiciones de "@pygsde activacion, y se

encuentran protegidos de la muerte mediada vianfiogdRllb.



Los datos obtenidos posicionan a FcgammaRllb comaegeptor clave en el
control de la sobrevida de LiB1l. Su expresion pusee regulada por una citoquina
importante en patologias autoinmunes mediadasApsrcomo es BAFFCon vista al
emergente rol que poseen moléculas capaces deeblogwivo la actividad de BAFF, la
correccion de los niveles de expresion de Fcgamtbaf®h estos agentes farmacoldgico,
provee un efecto adicional, para poder interfeim da patogénesis de procesos

autoinmunes y restaurar de esta manera la toler@acia lo propio.

Palabras Claves:

Linfocitos B1
FcgammaRllb

BAFF
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Protagonistas de la Respuesta inmune humoral:
anticuerpos y linfocitos B

La tasa de eliminacion y neutralizacion de micraoigmos es de importancia
critica para la sobrevida del hospedador infectgdaue ella determina la evolucion de la
infeccion. Entre las moléculas efectoras del siatémmune los anticuerpos (Acs) son, sin
lugar a dudas, cruciales para el control de infems producidas por microorganismos
extracelulares o en los que su ciclo de vida transccon una etapa extracelular. Claras
evidencias de esto se encontraron en la naturalezao se reportd que nifios que tenian
dificultades para producir inmunoglobulinas (Ilggaremuy susceptibles a las infecciones,
la cuales frecuentemente resultaban fatales (Gittnol., 1956; Ramesh y col., 1995). Los
Acs pueden también tener un rol patogénico ya qog due reconocen componentes
propios del hospedador (Acs autoreactivos) estaaoluinrados/asociados con patologias
autoinmunes (Martin y Chan, 2004).

El estudio de los Acs se remonta al afio 1890, auéxlicientificos Emil Adolf von
Behring y Shibasaburo Kitasato descubren molécd&asAcs en el suero de animales
inmunizados y demuestran que esos Acs, a los dos micialmente llamaron
“antitoxinas”, podian neutralizar las toxinas diftés y tetanicas. De manera interesante
demostraron que estas moléculas poseian espeadficyd que “la antitoxina tetanica no
pudo neutralizar la toxina diftérica y vicever¢Behring y Kitasato, 1965; Kantha, 1992).
Luego de estos descubrimientos y durante muchaes, &fis inmundlogos creyeron que
todas las células del organismo eran capaces dri@roAcs. En el ainol1935 McMaster

demuestra que luego de una estimulacion antigétasaganglios linfaticos drenantes eran



los sitios en donde se generaban los Acs (McMastdudack, 1935). Luego en el afo
1955 Coons y col (Coons y col., 1955) observaroa goas células particulares, a las
cuales ellos llamaron células plasmaticas (CPh kxmresponsables de la secrecion de los
Acs. Sin embargo, este grupo de cientificos nun@gind que estas células plasmaticas
derivaban de linfocitos (Li) B que habian sido aios. Recién en el afio 1969 Ellis y col
demuestran que las células plasmaticas se orginatpartir de la diferenciacion de LiB
activados (Ellis y col., 1969).

Luego de varios afios de estudio, se pudo conclerlgs CP derivan de LiB
maduros los cuales han sido clasificados en coiwegiles (B2), CD5+ (B1) y LiB de zona
marginal (ZM). Estas subpoblaciones de LiB presediferentes fenotipos y localizacion
topogréafica sugiriendo que pueden responder o egjestis funciones acorde a las
necesidades de cada espacio bioldgico (Berland ytidhc2002). Estas funciones
involucran no solo la produccién de Acs sino també&presentacion de antigenos (Ags) y
la regulacion, a través de la produccion de citoagii de otras poblaciones celulares
(Acosta-Rodriguez y col., 2007b; Lund y Randall1l@0Mauri y col., 2003) Los estimulos
gue actuan sobre los LiB y que condicionan susidmes pueden ser: Ags reconocidos de
forma especifica via el “B cell receptor” (BCRpdndos de receptores tipo Toll (TLR) y/o
la interaccién con LiT, células dendriticas y méagos.

Entre los LiB maduros, los LiB de ZM y los LiB1 paen ser evolutivamente
seleccionados y mantenidos para disponer de ungefde produccion de Acs rapida luego
del ingreso de patdégenos. Estas células respordghetamente produciendo una primera
onda de Acs necesarios para controlar la replicaggmicroorganismos. Se ha propuesto

gue los LiB de ZM y los LiB1 son un nexo entrerenunidad innata y la adaptativa.
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Los LiB maduros pueden ser distinguidos fenotipigate en base a la expresion de

diferentes moléculas de superficie, como se ingicantinuacion:
LiB2: IgM™igD3"°CD21™CD23"°
LiBZM: IgM 3"|gDPA°CcD21"°C D23F4°

LiB1: CD5"" CD1161gM**IgD"¥°CD21"CD23""°

Con respecto a la ubicacién topografica es conogigolos LiB2 se encuentran en
organos linfaticos secundarios como el bazo, m&dlihfaticos, placas de Peyer y tejido

linfoide asociado a mucosas formando estructuiganizadas denominados foliculos.

Pulpa Roja

Macréfago ZM)

. Macréfago
metalofilico

Puente de Unién

Arteriola Ce

Seno Marginal
Zona Marginal LiBT2

Vena Colectora

Figura I1: Esquema de distribucién de los LiB y T en el haimnde se observan LiB maduros,
rodeados por la ZM. Se observa la arteriola cent@tada de LiT formando el PALS, en donde
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también se ubican los LiB transicionales tipo |.rBjo esta graficada la arteriola colectora y an az

la vena colectora. LiB T1: LiB Transicional tipoliB T2: LiB Transicional tipo Il, FO: Foliculo.

Asimismo, es posible encontrar LiB2 maduros en reedisea (Cariappa y col.,
2005; Sapoznikov y col., 2008) y en sangre, ya guelto porcentaje de estas células
recirculan por el organismo. Por su parte los LiB&M ubican en la zona marginal del
bazo. Los LiB1l fueron descriptos por primera v&z,el afio 1983, como una pequefa
poblacion de LiB presentes en bazo que expresabamancador de LiT, la molécula CD5
0 Ly5.1. Luego se demostré que la poblacion de L#lencontraba particularmente
enriguecida en las cavidades peritoneal y pleyrajue esta poblacién celular estaba
compuesta por células que podrian expresar o nmdkcula CD5 (LiBla, LiBlb
respectivamente). El hecho de que los LiB1 adquiesta denominacion se debe a que
estas células se desarrollan ontogénicamente mgsaeo que los LiB2 (Godin y col.,
1993).

En cuanto a la activacién de las distintas subpadies linfocitarias B, como
previamente se menciond, los LiB de ZM vy los Ligesentan un umbral de activacion
menor que los LiB2, respondiendo rapidamente alesfexternas y generando asi una
primera ronda de CP y Acs, sin la colaboracionélelas T (Fairfax y col., 2007; Lopes-
Carvalho y Kearney, 2004). Esta caracteristicactowierte en participes de una primera
barrera de defensa contra patdogenos, como bactatiagupalli y col., 2003; Boes y col.,
1998), virus (Baumgarth y col., 2000; Baumgarthol,c1999) y nematodos (Paciorkowski
y col., 2000).

Es importante sefialar que los LiB pueden activdesenanera T-dependiente o T-

independiente, dependiendo del requerimiento ddaapor parte de los LiT cooperadores
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(CD4+) para la produccion de Acs (Mond y col., 199%s Ags T dependientes son
proteinas que pueden ser procesadas por célulaenpadoras de Ag y presentadas
asociadas a las moléculas clase Il del MHC, pareesenocidas por los LiT a través de su
receptor especifico para el antigeno (TCR). Enraspuesta T-dependiente, tanto los LiB
como los T se activan luego del reconocimientoAdepor sus receptores especificos y se
dirigen hacia el limite entre las zonas T y B, dotak LiB proliferan como consecuencia
de sefiales derivadas de LiT Cspecificos. Estas células B activadas puede niigcia

los puentes de union entre la pulpa blanca y some alli hacia la pulpa roja del bazo y
formar focos extrafoliculares (EF) de células plasoas, los cuales, como su nombre lo
indica, se ubican fuera de los foliculos. Estasilasl plasmaticas EF son capaces de
secretar Acs que han sufrido cambio de isotipo XIg@&o (IgM), pero que no sufrieron
hipermutacién soméatica (MacLennan y col., 2003)or Btra parte, los LiB activados
también pueden dirigirse a los foliculos y formas tonocidos centros germinales (CG),
donde se produce cambio de isotipo de Igs, hipein somatica y maduracion de la
afinidad, eventos que conduciran no solo a la gei@n de Acs de alta afinidad sino
también al desarrollo de memoria inmunologica (Wakry col., 2004).

Por otro lado los Ags T independientes se dividendes grande grupos, Ags T
independientes tipo |, y Ags T independientes tlpoLos primeros son estimulos
mitogénicos como por ejemplo LPS, CpG o poly-l1®s tuales generan una activacion
policlonal de los LiB via TLR (Alugupalli y col.,@®7). Por el contrario, los Ags T
independientes tipo Il comprenden, en general, lsguéridos derivados de bacterias
capsulares, virus, hongos o paréasitos que entr@acmuza alta cantidad de receptores de los
LiB (BCR) induciendo una respuesta antigeno espeaciEn el bazo, estos Ags son

capaces de producir la activacion de los LiB de AMenes proveen una defensa de tipo
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“innate-like” contra bacterias, diferenciandose R @ corta vida en focos EF (Balazs y

col., 2002; Lopes-Carvalho y Kearney, 2004; Maytikearney, 2002; Pillai y col., 2005)

Respuesta T Dependiente Respuesta T Independiente

Antigeno Proteico Antigeno con estructuras

Epitope B repetitivas
Epitope T

que entrecruzan BCR

LiB
cDzM
A
LiB

LT
LiT activado ‘ /

LiB activado

Célula Plasmdtica
Cltoqumas ‘ ‘X
Célula Plasmdtica -
. \- \ LiB memoria
Formacién de CG Ausencia de CG
Hipermutacién somdtica Ausentes o pocas Hipermutaciones somdticas
Cambio de isotipo 1gG1,2a,2b, 3, IgE, IgA Cambio de isotipo Ig3 e IgA
Células plasmaticas de larga vida Células plasmdaticas de corta vida en focos EF
Memoria Inmunolégica ++ + Memoria Inmunolégica -/+?

Figura 12: Representacion esquematica de la generacion despaesta inmune
T-dependiente (izquierda) y T-independiente (deapdBG: centro germinal.
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En lo que concierne a la respuesta de Acs gengadms LiB1 peritoneales, cabe
destacar que estas células son las principalesugiinds de Acs naturales, los cuales
presentan especificidades contra moléculas corgasven distintos agentes patdgenos y
por ello protegen de forma rapida y eficaz franfecciones virales y bacterianas (Zhou y
col.,, 2007) Se postula que este tipo de Acs nositecele la presencia de bacterias
comensales en el tejido linfoide asociado al trgetstrointestinal (Bos y col., 1989; Haury
y col., 1997). Por otro lado, se conoce que loslLifie residen en cavidad peritoneal, al
recibir sefiales de peligro, como por ejemplo laregacionin vivo con LPS, disminuyen
en su superficie la expresion de moléculas de gnalda cavidad peritoneal (CD9, afla4
beta 1, alfa 6 etc) y migran ya sea hacia gandiigaticos (Choi y Baumgarth, 2008;
Itakura y col., 2005) o hacia un tejido llamadoemtum o mesenterio, en el cual se
organizan formando estructuras similares a logsudts presentes en bazo y que reciben el
nombre de “milky spots” (Fagarasan y col., 2000;yH=ol., 2006; Rangel-Moreno vy col.,
2009). El omentum es una membrana serosa que p@m@leas, el bazo, el estomago y el
intestino con las paredes posteriores del abdomiangdo asi posicionamiento a estos
organos (Williams y White, 1986). Ya sea en loslKyispots” del omentum o en los
ganglios linfaticos, los LiB1 pueden proliferar jedenciarse a células secretantes de Acs.
Se debe recalcar que el destino de las célulasnatesis generadas a partir de la
diferenciacion de LiB1, no se conoce. Sin embapgalria especularse que a través de un
gradiente de quemoquinas estas ceélulas podriaervalla cavidad peritoneal o de manera
contraria podrian morir en los “milky spots” o aws |ganglios linfaticos donde quizas
adquirieron el fenotipo de una CP de corta vida.

Nosotros estamos particularmente interesados ediasia inmunobiologia de los

LiB1 ya que estas células y los Acs producidosghias no solo participan en la resistencia
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a infecciones (Martin y col., 2001) sino tambiétdasnvolucrados en regulacion inmune
(Szczepanik y col., 2003), en “clearance” de célelavejecidas o apoptéticas (Shaw y col.,
2000) como asi también en la patogénesis de pr@#oinmunes (Baumgarth, 2011;

Murakami y col., 1992)
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Desarrollo de los LiB1

Para poder comprender las funciones de los LiBljmgsortante conocer la
ontogenia de los mismos. Sin embargo, hasta el mme esta del todo dilucidado el
mecanismo que opera durante el desarrollo de estiagas. Dos modelos han sido
propuestos para explicar el origen de los LiB1. Bodado el grupo de la Dra. Leonore
Herzenberg postula que los LiB1 y los LiB2 deridindistintos precursores (Hipoétesis de
Linaje) (Hayakawa y col., 1985; Kantor y col., 1992%or otro lado el Dr. Klaus Rajewsky
postula que ambos tipos de LiB derivan del misnog@nitor, pero que dependiendo de las
sefiales que reciben a través de su BCR, las c&eladiferenciaran en LiB1 o LiB2
(Hipétesis de diferenciacion inducida o de seletc{bam y Rajewsky, 1999). Los LiB1 se
generan de manera eficiente antes y después dalieat, durante las primeras semanas
de vida. Precursores de LiBla han sido encontramioda region esplacnopleural de
embriones de ratones de 8,5 dias (Godin y col3)1¥% conocido que el higado fetal, pero
no la medula ésea, es una fuente importante dea.({Bi&rzenberg, 2000). Por otro lado,
los precursores de los LiBlb no fueron encontradosla region esplacnopleural
embrionaria (Godin y col., 1993); no obstante estdslas pueden ser reconstituidas por
precursores presentes no solo en higado fetakambién en medula ésea. En contraste al
permanente aporte de LiB2 por parte de medula éseayez que los LiB1 poblaron la
cavidad peritoneal y pleural, en condiciones f@gjtas, no habria un influjo importante de
LiB1 durante la vida adulta. En esta instancia suagpregunta acerca del mantenimiento
de esta poblacion celular tan particular. Se pagjuk los LiB1 se mantendrian a través de

un proceso de auto-generacion, por el cual los hidlla secrecion de IL-10 se expanden
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para poder compensar la pérdida de células apogédty mantener de esa manera una
poblacion estable en el tiempo (Ishida y col., 299%arra y col., 1992). Se postula que la
inhibicion del influjo de nuevas células podriaaesen parte, regulada por la IgM secretada
por los LiB1, ya que animales que tienen defectodae secrecion de IgM poseen un
incrementado numero de LiB1 peritoneales (Boesly £698). Por su parte, si se alteran
las condiciones fisiologicas, como en el caso da deplecion de LiBl, ya sea por
irradiacién o por ablacion quimica, estas célulasden ser reconstituidas por precursores
provenientes de medula 6sea (Duber y col., 200%dittk y col., 2009a). Cabe destacar
gue este proceso de repoblacion de los LiB1 es snmeés lento que para los LiB2
(Montecino-Rodriguez y col., 2006).

En la década del 90 se demostro que los LiB1 usanimero limitado de genes
para expresar la cadena pesada de Igs comparaddssdaB2, y por consiguiente tienen
un repertorio de regiones variables de la cadesadaede Igs menos diverso que los LiB2
(Tornberg y Holmberg, 1995). Es conocido que laresidn de desoxinucleotidil
transferasa terminal (TdT), enzima necesaria @anatioduccion de nucledétidos durante el
proceso de recombinacion de los genes de Igs, namieego del nacimiento (Gregoire y
col., 1979). Este dato acuerda con la hipétesismge, acerca del origen fetal de los LiB1
y la capacidad de auto-mantenimiento de los misihnoante la vida adulta. Sin embargo,
el grupo del Dr. Rajewsky demostr6 que habia imderde algunos nucleétidos en los
genes de Igs de los LiB1, consecuentemente esierditaria que habria un porcentaje de
LiB1 que son aportados durante la vida adulta ylgserecursores de esta poblacion, en
particular, provendrian de médula ésea (Gu y £8bD).

Los LiB1 secretan espontaneamente IgM, y se en@renhuméricamente

incrementados en ratones NZB/NZW los cuales estédigpuestos a desarrollar
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autoinmunidad (Hayakawa y col., 1983). Estas cglglecretan anticuerpos especificos
contra Ags propios, como por ejemplo lipidos oxmadChou y col., 2009) o Ags
expresados sobre células apoptéticas (Kulik y 20109). Asimismo, los Acs derivados de
los LiB1 tienen especificidad para reconocer mdEexpresadas por distintos patdogenos
como fosforilcolina de bacterias Gram+, LPS de dréas Gram-, y varios Ags expresados
por distintos virus y parasitos (Racine y Winslo2009). Estos Acs poli-reactivos,
producidos por los LiB1, conforman el repertorio é&s naturales. Se ha postulado, que
este repertorio se genera en ausencia de estiemfigenicos (Bos y col., 1989; Haury y
col., 1997) y se ha demostrado que la especificaddjénica es un determinante crucial
para el desarrollo y la funcién de los LiB1. Lgabafinidad de los Acs contra Ags propios,
producidos por los LiB1, podria permitir a estakile& evadir el proceso de seleccion
negativa y asi contribuir al desarrollo de autoinidad. Sin embargo, la evasion de la
seleccidn negativa no explica el enriquecimientorelgertorio auto-reactivo de los LiB1.
En el afio 1999 el grupo del Dr. Richard Hardy, deindoque los LiB1 productores de
autoanticuerpos son seleccionados de manera @ogiustamente por su reactividad contra
lo propio (Hayakawa y col., 1999). En dicho trabagmostraron que ratones deficientes en
la proteina Thyl (también conocida como CD90) neepa LiB1 ni Acs especificos contra
Thy1l, los cuales estan presentes en ratones sal&gte proceso de seleccion positiva de
los LiB1 auto-reactivos estaria restricto solo & g®blacion celular y nos habla de la
importancia de la especificidad del BCR en el deflarde los LiB1l. Otra evidencia a
favor de la hipotesis de diferenciacion inducidaviene de estudios que indican que la
fuerza de la sefal via el BCR, es un factor deteante para la seleccion de los LiB1
(Casola y col., 2004). Reportes previos indicanlguaiminacion de reguladores positivos

de la sefial del BCR, o de moléculas co-estimukgoniesultan en una disminucién o
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eliminacion de LiB1. Por el contrario, la remocideé reguladores negativos de la sefial del
BCR, lleva a un incremento en el numero de LiBIriBw y Wortis, 2002). Por lo tanto, la
sefial de reconocimiento de Ags propios a travéeB@®R seria un evento de seleccién
positiva esencial para el desarrollo de los LiBdteEproceso de seleccidon positiva de los
LiB1, del mismo modo, concuerda con la existen@auth repertorio similar de Acs
naturales en todos los individuos, a pesar deldvdehque la generacion de Acs involucra
un mecanismo estocastico de recombinacion de lussgde las cadenas de Igs. La reciente
identificacion de un precursor ubicado en medukadsen higado fetal, el cual da origen
especificamente a LiB1 es una fuerte evidencia apsya la hipdtesis del linaje en el
desarrollo de los LiB1 (Montecino-Rodriguez y c@006). Sin embargo este hallazgo no
resuelve del todo el desarrollo de los LiB1, y mevg que bajo ciertas condiciones
fisiolégicas, los precursores de los LiB2 puedenatggen a LiB con todos los atributos
gue poseen los LiB1. Por ello se podria pensalagi2 hipotesis propuestas para explicar
el desarrollo de los LiB1 no son mutuamente excitg®g sino que los fendbmenos que
apoyan ambas pueden coexistir, de manera tal derases| desarrollo y mantenimiento de
la poblacién de LiB1 durante todas las etapas dedia (fetal y adulta). Conciliando las
hipétesis se podria plantear que el pool de LiBhemmera durante la vida fetal y en las
primeras semanas de vida. Una vez que esta pablasigenerada, se inhibe el desarrollo
de la misma a través de un mecanismo de regulaeigativa. Esta poblacion es mantenida
entonces por el proceso de auto-renovacion y psedeecion de citoquinas (Moon y col.,
2004; O'Garra y col., 1992; Vink y col., 1999). Gartiempo, precursores de medula 0sea
contribuirian con el pool de LiB1, de esta manerampliaria el repertorio de los LiB1,
particularmente el de los LiB1b, en los cualesa® ¢bservado inserciones de nucleotidos

en la region CDR3 (region hiper-variable de las).Igsambién durante esta etapa se
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seleccionarian positivamente los LiBla que recamd®gs propios, predominantes en la

vida fetal.

Hematopoyesis fetal Hematopoyesis vida adulta

* Médula 6sea

‘ ‘ Células precursoras .

&o* ® @

LiB1a LiB1b LiB1a LiB1b
BCR polireactivo/ BCR BCR polireactivo/ BCR
propio polireactivo propio polireactivo
Seleccién Positiva 7? Seleccién Positiva 77?
por Ags propios por Ags propios

! b4

Y @& Y@k
] s

!

Auto
renovacion

Pérdida de inserciéon de nucledtidos en Presencia de inserciones de nucleétidos en
genes de Igs genes de Igs
Restriccion del uso de genes V, Amplio uso de genes V,
Capacidad de Autorenovacion Poca contribucién al pool de LiB1 totales

Figura 13: Esquema representativo de la ontogenia de los LREt.regién esplacnopleuraiF:
higado fetal??? Mecanismo desconocido.
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Caracteristicas funcionales de los LiB1

Los LiB1 y los LiB de ZM presentan un umbral déaxrion menor que los LiB2 y
por ello responden rapidamente a sefales extegeasrando una primera onda de CP y
Acs sin la cooperaciéon de los LiT. Este tipo depuesta, tal como mencionamos
previamente, se denomifi@mo independientey tiene un papel fundamental en la defensa
durante las primeras etapas de las infeccionesiimtas (Martin y col., 2001). Si bien una
de las caracteristicas de la respuesta inmune laliertipo Timo independiente es la
incapacidad para generar memoria inmunoldgica,nteirgiertas infecciones se genera una
respuesta Timo independiente que resulta en lansipade una poblacién de LiB1, la cual
es capaz de diferenciarse a células de memoriarieadbd inmunidad por largo tiempo
(Alugupalli y col., 2004; Gil-Cruz y col., 2009; Hay col., 2005).

La poblacién de LiB1 desde su identificacion, hawés de 20 afios, tanto en
humanos como en animales de experimentacion (pknticente ratones) (Hayakawa y
col., 1983) ha atraido considerablemente la atenctino posible contraparte normal de
los LiB CD5+ que se encuentran presentes en pasiestin leucemia linfatica crénica
(Boumsell y col., 1978) y también por su asociaaon la produccion de autoanticuerpos
(Casali y col., 1987; Hardy y col., 1987; Hayakayeol., 1983) y patologias autoinmunes
(Dauphinee y col., 1988).

Una caracteristica que define a los LiB1 es suilidal para secretar “Acs
naturales” en ausencia de una inmunizacion o deinfeacion aparente (Baumgarth,

2011). Los LiB1 son la principal fuente de IgM pete en suero la cual, acorde al
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repertorio descripto, reconoce polisacaridos beates y algunos autoantigenos (Berland y
Wortis, 2002).

Los LiB1 tienen la capacidad para diferenciarseémla secretante de Acs en
respuesta a estimulacion con ligandos de TLR. Giengscol. mostraron que la mayoria
de los ligandos de TLR son capaces de estimuladastlas poblaciones de LiB (LiB2,
LiB1, y LIBZM) e inducir en ellas una fuerte resgtee proliferativa. Sin embargo, solo los
LiB1 y los LiBZM son capaces de diferenciarse a YCBecretar altos niveles de Igs en
respuesta a este tipo de estimulo (Genestier y2i)7).

Una de las caracteristicas distintivas de los l@BX¥u incapacidad para proliferar en
respuesta al entrecruzamiento del BCR. Algunosrtepondican que los LiB1 entran en
apoptosis al ser estimulados via su BCR (Bikahly £696; Murakami y col., 1992). Sin
embargo, otros autores demostraron que la solarelddstas células no se ve afectada por
el entrecruzamiento del BCR (Morris y Rothstein93 Otra explicacion para la falta de
respuesta a este estimulo podria estar relacicadaaxpresion de la molécula CD5, la
cual inhibiria la proliferacion inducida a traveés sl receptor para el Ag (Sen y col., 1999).
Cabe destacar que los LiB1lb que no expresan CDpoonproliferan en respuesta a la
estimulacion via BCR (Sen y col., 2002). Recienteimee sefiald a la molécula Siglec-1
como inhibidora de la via de sefialamiento del B&IR embargo LiB1 deficientes en esta
molécula no recuperan una total capacidad protiferduego de la activacion con anti IgM
(Hoffmann y col., 2007). Por lo tanto, los mecardsmmoleculares responsables de impedir
la proliferacion de los LiB1 inducida por el entmgzamiento del BCR siguen siendo objeto
de estudio. Conjuntamente, estos datos muestranlagud.iB1 son células que no

responden a la induccién de proliferacion clonadliaxda por el entrecruzamiento del BCR,
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y que de manera particular, responden de formaisup® solo proliferando sino también
produciendo Acs frente a los ligandos de TLR.

Es conocido que, durante la infeccién con el vinfhienza, los LiBla secretan
grandes cantidades de IgM poli-reactiva a nivel tdgtto respiratorio, sitio en el que
comienza el proceso infeccioso. Los LiBla resporadesta infeccion acumulandose en los
organos linfaticos regionales en respuesta, quaéaeiales innatas. En estos sitios los
LiBla se diferencian en células productoras de Aeslas cuales solo el 10 % producen
Acs dirigidos especificamente contra el virus. mbargo, este conjunto de Acs es
importante para poder combatir esta infeccion viPalr otra parte, en este mismo trabajo,
se reporté que los LiB1b no solo que no se acumeralos organos linfaticos regionales,
sino que tampoco contribuyen con la respuesta iemantiviral (Choi y Baumgarth, 2008).
A pesar de éste comportamiento, a los LiB1b satiéisuyen funciones particulares como
la adquisicion de memoria inmunoldgica. Por ejemplego de la infeccion con la
espiroquetd. hermsii(Alugupalli y col., 2004), la inyeccion intra-pemteal de la proteina
OmpD deSalmonellaspp (Gil-Cruz y col., 2009), o la inmunizacion cenpolisacarido
tipo 3 de neumococo (Haas y col., 2005), se obsana expansiéon Ag-especifica de
LiB1b. Mas aun, cuando estas células eran tradsferen ratones inmunodeficientes
(RagI"), las mismas eran capaces de proveer de una stapieeAcs protectora luego del

desafio con los distintos patdégenos.
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Homeostasis en el sistema inmune: control de la
respuesta por apoptosis

El sistema inmune de cualquier individuo debe meertaun fino balance entre
mecanismos activadores e inhibidores para podeasegjurar la defensa contra agentes
patogenos, sin generar alteraciones que dafew@bgndividuo. Es asi que, la limitacion
de la respuesta inmune es un proceso necesarionpataner el equilibrio inmunolégico.

Luego de la activacion de los LiB, ya sea espexifigoliclonal, el sistema inmune
pone en marcha distintos mecanismos de control eowbjetivo de retornar a la
homeostasis (Lenardo, 1997). Los reguladores nmigdnidos de la apoptosis de las
células B son el sistema Fas/FasL y las proteieda thmilia Bcl (Bossy-Wetzel y Green,
1999; Lenardo y col., 1999; Nagata y Golstein, J9RRichos trabajos han sido enfocados
sobre los mecanismos moleculares por los cuales gsbteinas regulan la apoptosis. Es
conocido que el entrecruzamiento de Fas (CD95}teesn la formacién de un complejo de
seflales que activa una familia de proteasas llasri@adapasas" las cuales son responsables
de inducir apoptosis en varios tipos celulares dley col., 1995; Henkart y Grinstein,
1996; Nagata y Golstein, 1995; Takahashi y colQ120La sefial de muerte mediada por
Fas-L en los LiB, puede ser aportada no solo pdr ddgtivados sino también por LiB
activados o por otras células del sistema inmune gHcol., 2000; Nowak y col., 2006;
Rathmell y col., 1995; Rathmell y Goodnow, 1995niga y col., 2002). Distintos trabajos
demuestran que ratones deficientes en Fas (Iprsh Fgld) presentan altos titulos de
autoanticuerpos (Adachi y col., 1996; Izui y cdl984) y desarrollan autoinmunidad

(Davidson y col., 1986), lo cual revela que elesist Fas-FasL controla la expansion no
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solo de clones reactivos con componentes de mgao@mos sino de clones
autoreactivos. TRAIL e IFN gamma son otros medieslale muerte celular programada
gue participan en el control de la homeostasis adeespuesta humoral convencional
(Ursini-Siegel y col., 2002). Los mecanismos inwoados en el control de la respuesta
inmune en la cual los LiB1 se ven involucradosatéd no han sido dilucidados

Durante los ultimos afios resurgieron estudios i@tado con la biologia de los LiB
gue aportaron la informacion de la que se disparteabmente; sin embargo, muchos
interrogantes permanecen en escena. Nosotros estpamticularmente interesados en
conocer los mecanismos de control de los LiB1, y&a esta poblacion celular presenta un
umbral de activacion muy bajo y son potencialeglicktos a sufrir una desregulacion del
ciclo celular. Dadas estas caracteristicas, nooggendente que a estos Li se los haya
involucrado en procesos autoinmunes (Fletcher.y 201.1; Ishida y col., 2006; Murakami
y col., 1992) y en desordenes linfoproliferativasmo leucemia linfocitica cronica y

linfomas (Caligaris-Cappio y col., 1982; Piris y.¢4998).
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Rol de FcgammaRllb en la inmunobiologia de los
LiB

Los receptores para la porcion Fc de la IgG condormna familia de moléculas
gue cumplen roles importantes en la promocion ylesjpn de respuestas inflamatorias, al
ser capaces de gatillar distintos efectos luegsedeentrecruzados por sus ligandos, los
complejos de Ags-Acs (Ravetch, 1994). La mayoriaed®os receptores son de tipo
activadores e incluyen los receptores tipo I, lla,y IV. Por otro lado se encuentra el
receptor FcgammaRlib, el Unico que posee funciomdsbitorias. Los receptores
activadores son expresados principalmente por aglde origen mieloide, y median
muchas de las funciones efectoras de estas céola® por ejemplo la fagocitosis,
citotoxicidad dependiente de Acs y liberacion daliagores inflamatorios, etc (Gerber y
Mosser, 2001).

El receptor de tipo inhibitorio, FcgammaRllb, epmsado por células de origen
mieloide y es el Unico receptor para la porciondecla IgG expresado en los LiB. En
células mieloides éste receptor inhibe su activaalbdisminuir las funciones efectoras
mediadas por los receptores activadores mencioraadesormente. En los LiB, los cuales
solo expresan el FcgammaRllb, éste receptor inh#eefnales activadoras provenientes de
la interaccion con el BCR. En este caso los inmeoroplejos que contienen Ags unidos a
Igs, y que son reconocidos por el BCR, realizaengtecruzamiento de este receptor y
gatillan sefiales intracelulares que tienden a otamtfa proliferacion de los LiB. La union

conjunta del BCR con el FcgammaRllb provee seff@egsarias para frenar la respuesta
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inmune en la cual se ha generado suficiente cahta Acs especificos contra un
microorganismo.

Ha sido descripto también que el entrecruzamideté-cgammaRlIlb en ausencia
de la sefial via BCR, induce la apoptosis de I& (Hearse y col., 1999). Distintos
reportes en los cuales se utilizan animales detieseen FcgammaRllb con determinadas
bases genéticas, ponen en evidencia el rol de resiptor en la patogénesis de
enfermedades autoinmunes como el Lupus Eritem&@etémico (LES) (Bolland y col.,
2002), el Sindrome de Goodpasture (Nakamura y 2000), la Encefalitis autoinmune
experimental (Iruretagoyena y col., 2008) y la Widrinducida por colageno (Yuasa y col.,
1999). Ratones C57BL/6 deficientes en FcgammaRdKanollan una enfermedad similar
al LES en humanos, con hipergammaglobulinemia, sepr@a de Acs dirigidos contra
estructuras nucleares, y depdésito de complejosnesa nivel glomerular, lo que lleva a
una falla renal progresiva seguida de muerte aSloseses de vida en el 50% de los
animales. De manera interesante, la transferertnati@a de medula 6sea de animales
FcgammaRIIB, en animales inmunodeficientes (Rag-lgenera Acs anti-nucleares y
glomérulo-nefritis, con lo cual el desarrollo detawmunidad estaria relacionado
directamente a la perdida de expresion de estetmcéBolland y Ravetch, 2000). El
mismo grupo de investigadores demostrd que la uest®n de la expresion de
FcgammaRlib, en animales deficientes en este mGeptque tienen predisposicion a
desarrollar LES, lleva a una importante mejoria eéndesarrollo de la patologia
autoinmune, con disminucion en niveles de auto-Aake proteinuria (McGaha y col.,
2005). De manera similar, recientemente se demogtré la sobre-expresion de

FcgammaRlIib en LiB, en un modelo de animales quardellan espontaneamente LES,
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puede disminuir la mortalidad de estos animalesstyg se atribuye a la menor cantidad de
auto-Acs y a menores niveles de proteinuria (Brawkol., 2008).

Por otra parte, recientemente, se describié la itapcia de FcgammaRllb en el
mantenimiento de la sobrevida de CP (Xiang y @ilQ7). Las células plasmaticas son el
ultimo estadio de diferenciacion alcanzado porlli@s y estas células pueden ser de corta
o larga vida, ubicaAndose ya sea en érganos liofgecundarios o a nivel de medula 6sea,
respectivamente. Cabe destacar que durante edped® diferenciacion de un LiB hacia
una CP se van perdiendo marcadores de linaje 8etdumo lo son la IgM de superficie,
B220, CD19 etc. Por lo tanto se hace dificil realia identificacion de estas células. Xiang
y col (2007) demostraron que CP tanto humanas coominas expresan altos niveles de
FcgammaRlIIb y que la expresion de este receptdrataria la persistencia de estas células
en medula 6sea. Un hallazgo interesante de edtajdrdue que las CP de animales
predispuestos genéticamente a desarrollar LES sapreniveles reducidos de
FcgammaRlIb. Asimismo, estos autores demuestranigeas celulares provenientes de
pacientes con mieloma multiple expresaron altoslesvde FcgammaRllb y a la vez fueron
susceptibles a la muerte via este receptor, ind@ca@ue el entrecruzamiento del mismo
podria ser un buen tratamiento para este tipo de@ogdas. En base a la informacion
disponible, en estos Ultimos afios se plante6 qaegims modificaciones a nivel de la
expresion de FcgammaRllb generarian cambios impedaen la patogénesis de procesos

autoinmunes.
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Objetivos
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Objetivo General

Estudiar la participacion de FcgammaRllb, un re@gpinhibitorio, en el
control de la sobrevida de los Linfocitos B1 endioiones fisioldgicas y de

activacion.

31



Objetivos Especificos

) Evaluar el rol de FcgammaRIlb en el control de ¢dievida de los Linfocitos

B1 in vitro.

) Analizar la participacion de FcgammaRliin el control de la sobrevida de

Linfocitos B1 in vivo.

[II) Identificar estimulos capaces de modifidar expresion déd=cgammaRllb y
consecuentemente la susceptibilidad de los lirdeciBl a la apoptosis

mediada por éste receptor.

IV) Evaluar la participacion de BAFF en el canitide la sobrevida de Linfocitos

B1 mediada por FcgammaRlib.
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Objetivo Especifico

Evaluar el rol de FcgammaRllb en el control de ¢drevida de los Linfocitos

B1 in vitro.
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Con el objetivo de evaluar el rol de FcgammaRlltekoontrol de la sobrevida de
los Linfocitos B1,in vitro, uno de los primeros estudios que nos propusimdgzaedue
analizarla expresion de FcgammaRllb (CD32) en las distirsiaispoblaciones de LiB
células esplénicas. Para ello, células esplénitésnimas de ratones C57BL/6 fueron
tefiidas con anti-CD32/CD16 en combinacion con BA#9, anti-CD21, anti-CD23, anti-
CD5, para identificar las distintas subpoblaciortes LiB presentes en bazo (LiB
convencionales o B2, LiB ZM, LiB1 esplénicos) (SuRawlings, 2002). Los LiB1
peritoneales fueron identificados en base a lassxpin de B220 y de CD11b (Hastings y
col.,, 2006) y conjuntamente se agregd un anti-COB26. Se pudo observar que
FcgammaRlIb es expresado por todas las subpob&sciba LiB maduros, sin embargo el
perfil de expresion varido entre las distintas suiigoones. La Figura 1A muestra,
mediante un grafico de barras, los valores de sided de fluorescencia media de
FcgammaRlIlb en las distintas poblaciones de LiBlizadas. Claramente se puede
observar que LiB de bazo (LiB2, LiB ZM, LiB1) y LiBperitoneales expresaron niveles
similares de FcgammaRllb, mientras que los LiBlitpeeales expresaron los mayores
niveles de FcgammaRllb. A modo representativo nmeeidistogramas de expresion se
muestra la diferencia en expresion de FcgammaRilbe eLiB1 peritoneales y LiB2
esplénicos (Figura 1B).

Teniendo en cuenta el elevado nivel de expresioragammaRlib en los LiB1,
evaluamos si dicha expresion diferencial estaluscripta al receptor de la porcion Fc
de la IgG o si el tener niveles elevados de receptasociados a muerte celular es privativo
de los LiB1l, sobre todo considerando el objetivanegal de conocer moléculas
responsables del control de la sobrevida de LiBi.céntraste a lo que sucede con la

expresion de FcgammaRlib, los niveles de Fas, itapte receptor de muerte de los LiB
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(Mizuno y col., 2003), determinados por citomett&aflujo, fueron expresados de forma

similar en LiB2 esplénicos y LiB1 peritoneales (ltig 1C).
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Figura 1: Expresion de FcgammaRllb en distintas supoblaciones de LiB
A) Intensidad de Fluorescencia media (IFM)+/- DSadeXpresion de FcgammaRllb en las
distintas subpoblaciones de LiB (LiB1 peritonedl@$p), LIB2 peritoneales (B2p), LiB2
esplénicos (B2e), LiB de zona marginal (ZM), LiBdpknicos (Ble)), evaluada ex vivo
por citometria de flujoB) Histograma representativo de la expresion de FcgerRhiB en
LiB1 peritoneales (Blp linea negra) y en LiB2 espaés (B2e linea gris). El histograma
lleno color gris representa el control de isotin.el eje de las X se observan los niveles de
expresion de FcgammaRllb y en el eje de las y etgmbaje de células evaluadd)
Intensidad de Fluorescencia media (IFM) +/- DS deekpresion de Fas en LiB1l

peritoneales (B1p) y LiB2 esplénicos (B2e), evatuad vivo por citometria de flujo. Los
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resultados presentes en A-C son representativbsedperimentos independientes. **<p
0,001.

A partir de los resultados de expresion de Fcganiliba®n las distintas
subpoblaciones de LiB y considerando a los LiB1 @@®@lulas preactivadas (Baumgarth,
2011), surgié la inquietud de determinar si los onay niveles de FcgammaRllb
expresados en LiB1 peritoneales se correlacionatanin fenotipo de mayor activacion de
estas celulas y/o con un fenotipo de células setes de Acs. Para ello, la expresion de
distintos marcadores de activacion y de diferem@macaracteristicos de célula secretante
de Acs fueron evaluados en LiB1 y B2 peritoneatgaaasi también en LiB2 de bazo, por
citometria de flujo. Como puede observarse endargi2A, tanto los LiB1 como los LiB2
peritoneales expresaron altos niveles de MHC If)(bdmparados con los LiB2 esplénicos.
De modo interesante, observamos que altos nivelda tholécula co-estimulatoria CD80
fueron expresados en un alto porcentaje en LiBliopeales (81%), mientras que el
porcentaje de LiB2 esplénicos y peritoneales qpeesaron esta molécula es de un 37% vy
un 6% respectivamente (Figura 2B). En el afio 2003rwgo del Dr T Rothstein, de la
Universidad de Boston (EEUU), reporta que una grarte de la poblacién de LiB1
peritoneales, de ratones de la cepa BALB/c, expeesau superficie la molécula PDL-2
(Programmed Death-Ligand 2) y que la alta expresiif@rencial de la misma en LiB1l
estaria relacionada con caracteristicas autoinmas@sadas a estas células (Mercolino y
col., 1988). En base a esta informacion evaluamaxpresion de PDL-2 en las distintas
subpoblaciones de LiB de ratones C57BL/6. En Guifé 2C puede observarse que los
LiB1 peritoneales expresaron altos niveles de P@btBparados con los LiB2 peritoneales
y esplénicos, correlacionandose nuestros resultadoslos datos previos de literatura

(Kaku y Rothstein; Zhong y Rothstein, 2011; Zhongply, 2007)
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Figura 2: Expresion de marcadores de activacion y el PDL-2 en las distintas

subpoblaciones de LiB.

Expresién deA) MHC clase Il (IX) B) CD80 yC) PDL-2 en LiB1 peritoneales (B1p),

LiB2 peritoneales (B2p) y LiB2 esplénicos (B2e) leaaa por citometria de flujo. Se

muestran histogramas representativos de 2 expeosiendependientes. Los numeros

observados en cada histograma, representan ensel @a I la Intensidad de

cada uno de estos marcadores.

Fluorescencia Media, y en el caso de CD80 y PDLgbeeentaje de células positivas para
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Para determinar si los mayores niveles de expresién FcgammaRllb se
correlacionaban con un fenotipo de célula secretalet Acs, la frecuencia de células
secretantes de IgM y los niveles de expresion Neiigracelular fueron evaluados en las
distintas subpoblaciones de LiB. En la Figura 3Ansuestra, tal como fue reportado
previamente (Tumang y col.,, 2005), que la poblaaditn LiB1 contiene un numero
significativo de células secretantes de Acs de lighd, determinada por Elispot, mientras
gue las poblaciones de LiB2 tanto esplénicos coerdgmeales carecen de las mismas.
Este resultado se correlacioné con la identificacé una poblacion celular que expreso
altos niveles de IgM intracelular en la poblaciém IdB1 peritoneales, la cual estuvo
ausente entre los LiB2 esplénicos y peritonealegi(& 3B). Cabe destacar que todas las
subpoblaciones de LiB expresaron IgM de forma aetfalar, pero la poblacién Igi" fue

solo hallada en la poblacion de LiB1 peritoneales.
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Figura 3: Frecuencia de células productoras de Acg expresion de IgM intracelular en las
subpoblaciones de LiB

A) Frecuencia de células secretantes de Acs (CSiSotipo IgM, determinado por ELISPOT, en
LiB1 peritoneales (Blp), LiB2 peritoneales (B2p)LyB2 esplénicos (B2e)B) Histograma
representativo de la expresion de IgM intraceluliterminada por citometria de flujo en LiB1
peritoneales (histograma gris), LiB2 peritonealéseé azul), y LiB2 esplénicos (linea verde). El
histograma rojo representa el control de isotipD: No detectable. Los resultados presentes en A-

B son representativos de 2 experimentos indepetadien

Teniendo en cuenta que los datos obtenidos indjoaria poblacion de LiB1 posee
caracteristicas de células secretantes de Acs/pldastos o células plasmaticas, la
expresion de Blimp-1, un factor de transcripcidavel para el desarrollo de células
secretantes de Acs, fue determinada por citome¢riujo en las distintas poblaciones de
LiB. En la Figura 4 puede observarse que los LiBftpneales expresaron mayores niveles
de expresion de Blimp-1 que los LiB2 esplénicossitpneales. Este hallazgo concuerda
con lo reportado en la literatura acerca de la esipn basal de Blimp-1 en LiB1

peritoneales, los cuales al ser estimulados camdigs de receptores tipo Toll, tienen una
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cinética de expresion de Blimp-1 mas aceleradalagietros tipos de LiB (Fairfax y col.,

2007).

Blimp-1
?u_ k&

IFM

Bip B2p B2e

Figura 4: Expresion de Blimp-1 en las distintas sytoblaciones de LiB.Intensidad de
Fluorescencia media (IFM)+/- DS de la expresiomracglular de Blimp-1 en LiB1
peritoneales (B1p), LiB2 peritoneales (B2p) y LiB&plénicos (B2e), evaluada ex vivo por
citometria de flujo. La linea de puntos represattpromedio del valor de IFM para el
control de isotipo. Los resultados son represemsatde 2 experimentos independientes.
***p< 0,001.

Los datos obtenidos indican claramente que los S84 un poblacion de células
con caracteristicas de células activadas que aacespontaneamente Acs de tipo IgM y
gue expresan un factor de transcripcién, que no lsotla a las células caracteristicas de
células secretantes de Acs sino que puede coeterithyor sobrevida, ya que este factor
también estd involucrado en la resistencia a lart@uelular por apoptosis (Lin y col.,
2007).Es conocido que el entrecruzamiento de Fcgammagititia la apoptosis de LiB
por la via mitocondrial, y este proceso involucra participacion de proteinas
pertenecientes a la familia de Bcl-2, como lo es BXiang y col., 2007). Por todo lo

expuesto, la susceptibilidad a la apoptosis a $radé FcgammaRlIlb fue evaluada
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estudiando la disrupcion del potencial de la memdbmaitocondrial haciendo una tincion
con el colorante catibnico TMRE, el cual es retenah las mitocondrias de aquellas
células vivas que conservan intacto el potenciahdenbrana mitocondrial. La Figura 5A
muestra que el entrecruzamiento de FcgammaRllpaigda por incubaciéon con un Ac
contra el receptor mencionado, indujo la apopti@sitd en LiB2 esplénicos como en LiB1
peritoneales. Sin embargo, los LiB1 peritonealesdn mas susceptibles, que los LiB2, a

la muerte mediada por el entrecruzamiento de eseptor.
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Figura 5: Apoptosis inducida por el entrecruzamiend de FcgammaRllb o de Fas en LiBl
peritoneales y LiB2 esplénicos.

A) Porcentaje de apoptosis (baja retencion de TMBE)luada por citometria de flujo, en LiB1
peritoneales (B1p) y LiB2 esplénicos (B2e) quednecultivados con (PBS, barras blancas) o con
anticuerpo 2.4G2 (anti-FcgammaRlib, barras grigeg€on anti Fas soluble (barras negrdd).
Relacion entre apoptosis inducida por el entrecniemato de FcgammaRllb y apoptosis basal
(PBS) en LiB1 peritoneales (B1lp, barra negra) y2A.@&plénicos (B2e, barra gris). Los resultados
presentes en A-B son representativos de 3 expaioséardependientes. 409,05 ***p<0,001.
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La Figura 5B muestra la relacion entre la apoptosiducida por el
entrecruzamiento de FcgammaRllb y la apoptosis| b@saubacién de las células en
ausencia de anticuerpo) en los LiB1 peritoneales s LiB2 esplénicos. En concordancia
con la incrementada susceptibilidad de los LiBlitpeeales a la muerte mediada por
FcgammaRllb, por western blot determinamos queses&ulas presentaron mayores
niveles de la proteina pro-apoptotica Bim en comgén con los LiB2 esplénicos (Figura

6).

Al comparar la susceptibilidad a la apoptosis indlicpor la via Fas/FaslL,
utilizando un Ac anti Fas, observamos que los L&plénicos y los LiB1 peritoneales
presentaron similares porcentajes de células conytmeondrias pierden la capacidad de
retener al TMRE. Los resultados indican que amb@dapiones celulares tienen una

susceptibilidad similar a la apoptosis con anti{fFagura 5A).

Blp BZ2e
B-Acting> WG

248 1,0

BIMg, >

BIM, —”

Figura 6: Expresion de BIM en LiB1 peritoneales y LiB2 espléios.

Perfil de expresion para la proteina pro-apoptéBtd determinada por western blot en LiB1
peritoneales (pBl) y LiB2 esplénicos (eB2). La rnisidad de cada banda se estimé por
densitometria y los valores indicados con nimenda égura sobre la banda proteica provienen de
la normalizacion de cada banda con el control dgagda proteingi-actina.
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Conclusiorssultados |

En esta primera parte de la tesis determinamos que:
. Los LiB1 expresaron los mayores niveles de FcganitbhaRos altos niveles de
expresion de FcgammaRllb se asociaron con un femdg células activadas (altos niveles
de expresion de MHC clase Il, CD80 y PDL-2) asi cala células que poseen una activa
maquinaria de sintesis de Acs (mayor frecuenciaéelas productoras de IgM, alto
porcentaje de células con expresion intracelulaight'®" y altos niveles de expresién de
Blimp-1).
. Los LiB1 fueron mas susceptibles a la muerte medpa el entrecruzamiento de
FcgammaRlib, pero igualmente susceptibles a la t@ueediada por Fas, que los LiB2

esplénicos

Los hallazgos obtenidos a través de la realizad®®xperimentosin vitro nos
llevaron a hipotetizar que el receptor Fcgammalddtria tener un rol fundamental en el

mantenimiento de la sobrevida de los LiBVivo.
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Resultados Il
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Objetivo Especifico

Analizar la participacion de FcgammaRllb en el gohtde la sobrevida de

Linfocitos B1 in vivo.
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Con el fin de analizar la participacién de FcgamittaBn la sobrevida de los LiB1
peritonealesin vivo, uno de los primeros estudios que nos propusineadizar fue
determinar el nimero de LiB1 peritoneales y deotess subpoblaciones de LiB en ratones
gue son deficientes en la expresion de dicho receptara ello, células de cavidad
peritoneal y de bazo de ratones salvajes y FcgariibiaRieron obtenidas y contadas en
camara de Neubauer, para luego ser tefiildas stntds Acs marcados con fluorocromos,
utilizados para diferenciar las subpoblaciones . [Finalmente, las células fueron
analizadas por citometria de flujo. Para desarrodiste objetivo, contamos con la
colaboracion del Dr. Alexis Kalergis de la Pontdi®niversidad Catdlica de Chile, el cual
disponia de los animales FcgammaRIlbn su laboratorio. Se observé que los animales
deficientes en FcgammaRllb mostraron un incremsigoificativo en el nimero de LiB1
de cavidad peritoneal, comparados con el nimerd.iB& peritoneales presentes en
animales salvajes. El déficit de FcgammaRllb noctéfenuméricamente a las otras
subpoblaciones de LiB (Figura 7A). Luego del hatadel incrementado nimero de LiB1
peritoneales en los ratones FcgammaRlIlisurgié la inquietud de evaluar los niveles de
Acs naturales séricos en estos ratones ya queiBdsgeritoneales son la fuente principal
de los mismos (Baumgarth, 2011). Como puede ohbsenen la Figura 7B, los ratones
FcgammaRIIB presentaron titulos séricos significativamente onesy de Acs naturales de
isotipo IgM e 1gG reactivos contra Fosfatidilcolinas cuales fueron determinados por
ELISA. Estos resultados concuerdan con lo expuastla literatura, ya que los LiB1 son
los principales productores de Acs naturales reastho solo contra Fosfatidilcolina sino
también contra otras moléculas conservadas praseste distintos microorganismos

(Ehrenstein y Notley, 2010).
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titulos de Acs aturales en animales

A) Numero absoluto de LiB1 y LiB2 peritoneales (B1B3p) y LiB esplénicos (B2e, Ble,

ZM) de ratones deficientes en FcgammaRlIb (bareggas) y animales salvajes (C57BL/6,

barras blancasB) Titulo de Acs séricos especificos contra fosfataliha en ratones

FcgammaRIIB y C57BL/6. Cada cuadrado representa el resulthtenimo de un animal.

La linea representa el valor medio en cada grupbzao.**p<0,01; ***p<0,001.
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Algunas de las caracteristicas fenotipicas y furades que poseen los LiB1 reflejan
el estado de activacion de estas células, y sucickuhde auto-renovacion (Baumgarth,
2011; O'Garra y col.,, 1992). Dentro de las carétieas intrinsecas de los LiB1,
relacionadas a su capacidad de proliferacion, podenencionar la activacion de Erk y de
Stat-3, que son constitutivas 0 sea estan presentesndiciones de reposo (Holodick y
col., 2009b; Karras y col., 1997). Por lo tantogpdeterminar si diferencias en la expresion
de éstas proteinas justificaban el mayor nimerdiB& en los ratones KO, decidimos
evaluar los niveles de fosforilacion de Stat-3 Kk En LiB1 provenientes de animales
salvajes y FcgammaRI{bEn la figura 8A y B se muestran histogramas sgneativos de
la expresion de p-Erk1/2 (Thr202/Tyr204) y p-St@tgr705) en LiB1 de animales salvajes
(lineas negras) y de animales FcgammaRlI(ineas grises). Niveles de expresién de
ambas proteinas fosforiladas similares encontraenoiB1 salvajes y FcgammaR1ib
Los resultados indican que el mayor nimero de lpBskente en la cavidad peritoneal de
animales FcgammaRIfbno estarfa asociado a un mayor grado de fosfufilade Erk y
Stat3. Considerando que los LiB1 peritoneales esgpom mayores niveles de la proteina
pro.apoptética Bim que los LiB esplénicos, y que dpoptosis gatillada por el
entrecruzamiento de FcgammaRlIb involucra la pagiion de esta proteina, evaluamos
los niveles de expresién de Bim en LiB1 de animalsajes y FcgammaRIfb En la
Figura 8C, se muestra un histograma representdgvia expresion de Bim en animales
salvajes (lineas negras) y en animales FcgammaRlibeas grises). No se encontraron
diferencias en la expresion de Bim entre LiB1 alvy FcgammaRIib, demostrando que
el mayor nimero de LiB1 en animales FcgammaRiidmpoco estaria asociado a una

menor expresion de Bim en estas células.

50



A) B) C)

Il B1pC57BL/6
B Blp FcgammaRlib™

p-Erk 1/2 p-Stat3 Bim

Figura 8: Expresion de p-Stat3, p-Erk y Bim en LiBlsalvajes y FcgammaRIIH-.
Expresiéon ex vivo ded) p-Erk, B) p-Stat3 yC) Bim en LiB1 peritoneales de ratones salvajes
(C57BL/6 lineas negras) y de ratones FcgammaR(Imeas grises). El histograma lleno gris

muestra el control de isotipo, para cada una dprta#sinas analizadas.

Una causa posible del incremento en el nimero B& peritoneales en animales
FcgammaRIIB podia ser que los LiB1 de cavidad peritoneal dmales FcgammaRIib
presenten un mayor indice de proliferacion cellPara evaluar si este fenomeno estaba
ocurriendain vivo, ratones FcgammaRifby salvajes fueron hidratados con agua de bebida
conteniendo Bromodeoxi-Uridina (BrdU) durante 5sdiauego, por citometria de flujo, se
evaluo el porcentaje de LiB1 peritoneales que jpa@ron BrdU a su ADN. En la Figura
9A, se graficé el porcentaje de LiB1 que incorponarBrdU (BrdU) en ratones
FcgammaRIIb y salvajes. Este resultado evidencia que los ptajes de LiB1 Brd0¥
fueron similares entre animales FcgammaRIW salvajes, por lo tanto se excluye al
incremento en la capacidad proliferativa como cadsh mayor nimero de LiB1

peritoneales en animales FcgammaRlIlb
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Otra alternativa al fendmeno observado podia sedajpérdida de FcgammaRllb de
la superficie celular evite la muerte, y por lottaprolongue la sobrevida de los LiB1
peritoneales, generando asi un incremento en ekmi@bsoluto de los mismos. Para
evaluar esta posibilidad, LiB1 de cavidad peritbmgaratones FcgammaRTiby salvajes
fueron purificados por “cell sorting”. Luego, patometria de flujo a través de la tincion
con el colorante TMRE se evalubvitro la muerte espontanea de los mismos. En la Figura
9B se muestra el porcentaje de muerte espontanediiele los ratones FcgammaRiily
salvajes. Como puede apreciarse, luego de 24 lerasiltivo, los LiB1 peritoneales de
animales FcgammaRiIlb presentaron un menor porcentaje de células apcaréen

comparacion con los LiB1 provenientes de animabsges.
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Figura 9: Capacidad proliferativa in vivo y muerte espontanedn vitro de LiB1 de
ratones FcgammaRlIIb” y salvajes.
A) Porcentaje de LiB1 peritoneales (B1p) BrdU+ ermma$ salvajes (C57BL/6, barras
blancas) y FcgammaRiIfb(barras negras) que fueron hidratados duranfesabn agua
de bebida conteniendo BrdB) Porcentaje de células apoptéticas, determinaddtinpmén
con TMRE, en cultivos de LiB1 peritoneales (Blp)asemales salvajes (C57BL/6, barras
blancas) y FcagammaRlfbbarras negras), incubados durante 24 hs sin miegtimulo.
*p<0,05; ***p<0,005.
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Luego decidimos evaluar la sobrevida de LiB1 pegtles de animales salvajes y
FcgammaRIIB en vivo, para ello se disefié un experimento desfeaencia celular en el
que LiB1 de animales salvajes y FcgammaRflieron sorteados y coloreados con eFluor-
670 o con CFSE respectivamente. Estas célulasrfuagectadas en una mezcla (50%-
50%) de LiB1 salvajes y LiB1 FcgammaRfibpor via intraperitoneal, en animales que
carecen de LiB y LIiT (SCID). Luego de 20 dias dalirada la transferencia celular, los
ratones SCID se sacrificaron y se evalud el poagerte recuperacion de LiB1 salvajes y
FcgammaRIIB. En la Figura 10A puede observarse un grafico ke ghrametros en el
cual en el eje de las X se observa la expresiofildebcromo efluor-670 (colorante con el
gue fueron marcados los LiB1 provenientes de aeignshlvajes) y en el eje de las Y se
observa la expresion del colorante CFSE (coloraateel que fueron marcados los LiB1
provenientes de animales FcgammaR)ItEn este grafico y en los gréaficos de la Figura
10B y C se muestra que ambas poblaciones celujaresentaron similares rondas
proliferaciéon. En la Figura 10D observamos que @tentaje de recuperacion de LiB1l
FcgammaRIIB fue mayor comparado con el porcentaje de recuiderae LiB1 salvajes.
Con estos resultados se puede afirmar que el pallde un mayor nimero de LiB1l
peritoneales en animales FcgammaRItmncuerda con una mayor sobreviidaitro e in
vivo de estas células y por lo tanto conduce a la aaoma de las mismas en la cavidad

peritoneal de animales FcgammaRillb
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Figura 10: Sobrevidain vivo de LiB1 salvajes y chammRIIEf'

Ratones NOD-SCID fueron inyectados con igualesidamé¢s de LiB1 salvajes (eFluor-
670) y LiB1 FcgammRIlb (CFSE). Luego de 20 dias se evaluaron por citéae# flujo

las células de cavidad peritoneal\) Grafico de 2 parametros, en el eje de las X
observamos a LiB1 salvajes y en el eje de las Y1IFBgammRIIB. B y C) Histogramas
representativos en donde se evalla las rondasotieacion de LiB1 salvajes (B) y LiB1
FcgammRII (C). D) Porcentaje de recuperacion de LiB1 salvajes (Halenaca) y LiB1
FcgammRIIF~ (barra negra). *p<0,05.
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Conclusiones Resultados I

Nuestros resultados demuestran que:

» Ratones deficientes en FcgammaRllb presentaronlevads nimero de LiB1
peritoneales.

* Los niveles de expresion de p-Erk, p-Stat3 y Bimrda similares entre LiB1 de
animales salvajes y LiB1 de animales FcgammaRIdtescartando la posibilidad de
que estas proteinas estén involucradas en la nsplmevida de los LiB1 de
animales FcgammaRlIib

« La mayor capacidad proliferativa vivo de los LiB1 de ratones FcgammaRIiho
es la causa del elevado namero de estas célutlisters animales.

+ La deficiencia de FcgammaRTithace que los LiB1 peritoneales tengan una mayor

sobrevidan vitro ein vivo.

Con los datos obtenidos podemos concluir que ehdade que los ratones
FcgammaRIIB presenten incrementada la poblacién de de LiBltoperales esta
intimamente relacionado al déficit de FcgammaRUbtbque conlleva a una mayor

sobrevida de estas célulasvitro.
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Resultados IlI
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Objetivo Especifico

Identificar estimulos capaces de modificar la espgre deFcgammaRllb y
consecuentemente la susceptibilidad de los lirdeciBl a la apoptosis

mediada por éste receptor.
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Es conocido que los LiB1 tienen una participacipartante en etapas tempranas de
la respuesta inmune montada contra bacterias, yiaisrtos parasitos. (Alugupalli y col.,
2004; Benedict y Kearney, 1999; Boes y col., 198pi y Baumgarth, 2008; Haas y col.,
2005; Martin y col., 2001; Ochsenbein y col., 1999tintos estimulos, ya sean provistos
por agentes infecciosos como ligandos de TLR dmegts generados en una respuesta
inmune contra infecciones como citoquinas, pueddivaa a los LiB1 induciendo su
diferenciacion a células secretantes de Acs (Bartmg2011). Por ello decidimos evaluar
la capacidad de distintos estimulos, que simuléales generadas durante una infeccion,
de influir en el perfil de expresion de FcgammaRIhbLIB1 peritoneales. En la Figura 11A
se muestra que IL4, una citoquina involucrada atifaenciacion de LiB a células con un
fenotipo de memoria (Acosta Rodriguez y col.,, 2008sminuye la expresion de
FcgammaRllb en LiB1 peritoneales, tal como fueorsmlo para LiB2 esplénicos ((Rudge
y col., 2002) y Figura 11B). Estimulos como LPS pQC (ligandos de TLR-4 y TLR-9,
respectivamente), pero no anti-CD40 (estimulo dguela la sefializacién de LiT activados
via CD40L), aumentaron la expresion de Fcgamma®illhiB1 peritoneales luego de 48
horas de cultivo. Como puede observarse en la &iguB, estimulos como CpG y LPS
también aumentaron la expresion de FcgammaRllbiB® &splénicos. Sin embargo, los
niveles de expresion de FcgammaRllb, en condiciaesactivacion, siempre fueron

mayores en LiB1 peritoneales.
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Figura 11: Expresion de FcgammaRllb en LiB activads.

Intensidad de Fluorescencia media (IFM)+/- DS, wadé por citometria de flujo, de la expresion
de FcgammaRlib eA) LiB1 peritoneales (B1p) y eB) LiB2 esplénicos (B2e) cultivados por 48
horas con medio, IL-4, CpG, LPS y anti-CD40. Lasuteados presentes en A-B son representativos
de 4 experimentos independientes. ¥005; *** p< 0,001.

Luego se evalud la susceptibilidad de ambas subapiobles de LiB (LiB1l
peritoneales y LiB2 esplénicos) activados a la teusrediada por el entrecruzamiento de
FcgammaRllb. Para ello el porcentaje de célulaptagioas, luego de inducir la apoptosis
con anti-FcgammaRllb, se determind a través dan&dh con TMRE por citometria de
flujo. En la Figura 12A y 12B, se muestra que Cp&imulo que incrementa la expresion
de FcgammaRllb en los LiB1 peritoneales y LiB2 ésjos, también incrementa la
susceptibilidad de estas células a la muerte &drde este receptor. Cabe destacar que los
LiB1 peritoneales y los LiB2 esplénicos activados €pG, fueron igualmente susceptibles
a la apoptosis via FcgammaRlib, a pesar que lo4 [p&itoneales activados con CpG
expresaron mayores niveles de FcgammaRllb que iB2 ksplénicos activados de la

misma manera. (Figura 11y 12).

59



Conforme al bajo nivel de expresion de FcgammaRhblos LiB1 peritoneales
incubados con IL4 o con anti-CD40, los mismos foemsistentes a la apoptosis inducida

por el entrecruzamiento de éste receptor (Figufg.12
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Figura 12: Apoptosis de LiB1 peritoneales y LiB2 gdénicos activados.

A) Porcentaje de apoptosis (baja retencion de TMB¥Eluada por citometria de flujo, en LiB1
peritoneales (B1p) cultivados con CpG (barras ldapcanti CD40 (barras rayadas) o IL-4 (barras
cuadriculadas) durante 48 horas y luego cultivddb&s mas sin anticuerpo (PBS) o con 2.4G2
(anti-FcgammaRllb)B) Porcentaje de apoptosis en LiB2 esplénicos (Bakivados con CpG y
luego 18 hs mas sin anticuerpo (PBS) o con 2.4@8%-FcgammaRilIb).*g0,05.

En el aflo 2007, el grupo del Dr Ravetch report6 lguexpresion de FcgammaRlib
se hallaba aumentada en células plasmaticas ddan@sha, y que el entrecruzamiento de
este receptor inducia la apoptosis de estas céfidhg). Por lo tanto al hallar que los LiB1
peritoneales activados con ligandos de TRL, com&,Caumentaban la expresion de
FcgammaRlIb (Figura 11A), quisimos determinar deabtipo y la funcionalidad de estas

células activadas se correlacionaba con el deakecretantes de Acs. Para ello LiB1
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peritoneales obtenidos por “cell sorting” se caitw con CpG y luego de 48 horas de
cultivo se evalud el fenotipo y funcionalidad de &lulas activadas. El fenotipo se evaluo
determinando la expresién de FcgammaRllb y la exmede CD138, cominmente
llamado Syndecan-1 y marcador tipico de célulaetacte de AcsLos gréficos de dos
parametros de la Figura 13A muestran, como erasgerar, que los LiB1 peritoneales
cultivados con CpG aumentaron la expresion de FogeRilb con respecto a aquellos
LiB1 cultivados en presencia de medio solamente. niera interesante resulto el
hallazgo de que dentro de la poblacion de céludasaita expresion de FcgammaRllb un
55% de los LiB1 expresaron CD138 mientras que Ga Ad lo hicieron.

Luego, la frecuencia de células productoras deefxcsstas dos poblaciones de LiB1
activados, FcgammaRI6" CD138 y FcgammaRIIb™ CD138, fue evaluada. Para ello,
luego de cultivar a LiB1 peritoneales con o sin G@ante 48 horas, se procedi6 a realizar
una purificacion por sorteo celular en la cuallld31 se separaron en base a la expresion
de FcgammaRlib y de CD138. En la Figura 13A se mmaredas distintas poblaciones de
células que fueron separadas. Los LiB1 cultivadosroedio, que expresaron bajos niveles
de FcgammaRllb y fueron negativos para CD138, cardioon la poblacion denominada I.
Los LiB1 cultivados con CpG que expresaron altegles de FcgammaRlIlb pero que no
expresaron CD138, se los denominé poblacion IlalRriente la poblacién de LiB1
activados con CpG que coexpresaron altos nivelescgammaRllb y CD138, se las
denomind poblacion 1. En la Figura 13B se muektrirecuencia de células secretantes de
Acs de isotipo IgM en las distintas poblacioned.d&l analizadas, destacandose que no
existieron diferencias significativas en la freatiarde células secretantes de Acs entre la
poblacion Il y 1ll. Ademas, en las distintas politees sorteadas se evalug, por citometria

de flujo, la expresion de Blimp-1, factor de traizion involucrado en el desarrollo de
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células plasmaticas. En la Figura 13C se puedeiaprgue la expresion de Blimp-1 fue
mayor en la poblacion Ill comparandose con la pmbia ll. Cabe destacar que en la
poblacion Ill, se observa una mayor tendencia préaluccion de Acs, sin ser la misma

estadisticamente significativa.
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Figura 13: Fenotipo y funcionalidad de LiB1 peritoreales activados con CpG

A) Expresion de CD138 y FcgammaRllb en LiB1 peritbemancubados durante 48 hs con medio
solo o con CpGB) Frecuencia de células secretantes de Acs (CSAatipa IgMy C) Expresion

de Blimp-1 determinadas en las distintas poblaciodelimitadas erA. Poblacion I: LiB1 no
estimulados FcgammaRIlbPoblacién 1I: LiB1 estimulados con CpG FcgamnidffiCD138,
Poblacion IlI: LiB1 estimulados con CpG FcgammaRTBD138. *p<0,05; **p<0,005. ns: no

significativa.
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Podriamos entonces especular que la poblaciorelgreuentra mas diferenciada
hacia un perfil de célula plasmatica, y que la @oidin 11 seria un estadio previo al lll, en el
cual las células comienzan a adquirir la funciataliy el fenotipo de células secretantes de
Acs. Por lo tanto podemos concluir que la poBladle LiB1 activados con CpG, los
cuales expresaron altos niveles de FcgammaRllseptaron no solo el fenotipo sino
también la funcionalidad de células productorasiAds, como expresion de Blimp-Y
produccién de IgM, con o sin expresion de CD13&tylando a la alta expresion de

FcgammaRIIb como marcador de células secretamesle

63



Conclusionmesultados Il

Podemos concluir que:

* Estimulos como ligandos de TLR (CpG y LPS) produganaumento en la expresion de
FcgammaRllb, no solo en LiB1 peritoneales, sinobi@m en LiB2 esplénicos. Los niveles de
expresion de FcgammaRlIlb fueron siempre mayored.iBf peritoneales activados. Ambas
poblaciones de LiB activados con CpG fueron igualesusceptibles a la muerte inducida por el

entrecruzamiento de FcgammaRlib.

» Estimulos que llevan a los LiB a diferenciarse @ de memoria, como lo son IL-4 y anti-

CD40, no conducen a un aumento en la expresiorstdereceptor ni en LiB1 peritoneales ni en
LiB2 esplénicos. Mas aun el agregado de IL-4 induja disminucion en la expresion de
FcgammaRlIib en LiB1l peritoneales y en LiB2 esplésid.os LiB1 peritoneales activados con
IL-4 o con anti CD40 fueron resistentes a la apgiptanediada por el entrecruzamiento de

FcgammaRlib.

* Finalmente, postulamos a la alta expresion de Fogddilb como un nuevo
marcador/indicador de células secretantes de Acsjug las poblaciones con alta expresion del
receptor presentaron altos niveles de expresioBloep-1 y una alta frecuencia de células

productoras de IgM.
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Resultados IV
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Objetivo Especifico

Evaluar la participacion de BAFF en el control dedobrevida de Linfocitos

B1 mediada por FcgammaRlib.
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En los Ultimos afos se reporto la existencia déaator soluble denominado BAFF
(B cell activating factor) el cual es esencial paladesarrollo de LiB maduros y
consecuentemente para una adecuada respuesta Battes y col., 2000). Asi, ratones
de la cepa A/WySnJ los cuales presentan una adtes@tblizacion a través de uno de los
receptores para BAFF (BAFF-R) exhiben un bloqueeletiesarrollo de la progenie B y
presentan una marcada linfopenia de LiB2 esplénycde zona marginal (Yan y col.,
2001). Sin embargo aunque BAFF no afecta el ddkade los LiB1 es capaz de actuar
como co-estimulo, junto a ligandos de TLR, favaeado la proliferacion y secrecion de
citoquinas por parte de los LiB1 peritoneales (Ngcot.,, 2006). Basados en éstos
antecedentes decidimos evaluar el efecto de BAHR erpresion de FcgammaRlib sobre
los LiB1 peritoneales activados con CpG. La Figid#® muestra que BAFF redujo la
expresion de FcgammaRllb, determinada por citometd flujo, en LiB1 peritoneales
activados con CpG. El solo agregado de BAFF alwaulie LiB1 peritoneales no indujo
cambios en la expresibn de FcgammaRllb. La disndnucen la expresion de
FcgammaRlIIb que produjo el agregado de BAFF a la&lvados con CpG, se observé no
solo a nivel de proteina (a través de la metodaldgi citometria de flujo) sino también a
nivel de ARNm, ya que por la reaccion en cadenka gmlimerasa en tiempo real (Figura
14B) se observé una disminucion significativa ess kwanscriptos de ARNm para
FcgammaRlIlb cuando lasélulas activadas son cultivadas con BAFF. Es itapte
resaltar que el estimulo CpG+BAFF no indujo camiginda expresion de FcgammaRllb

en LiB2 esplénicos (Figura 14C).
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Figura 14: Expresion de FcgammaRllb en LiB activads cultivados en presencia de BAFF.

A) Intensidad de Fluorescencia media (IFM)+/- DS detpresion de FcgammaRllb en LiB1
peritoneales cultivados 48 horas con medio, BARF; @ CpG+BAFF, evaluada por citometria de
flujo. B) Niveles de ARNm de fcgr2b, en LiBl peritonealedticados con medio, CpG o
CpG+BAFF durante 40 horas, evaluado por PCR enptiereal. La determinacion de HPRT se
realiz6 para controlar la calidad y cantidad de tlasscriptos.C) Intensidad de Fluorescencia
media (IFM)+/- DS de la expresion de FcgammaRIialwada por citometria de flujo, en LiB2
esplénicos cultivados 48 horas con medio, BAFF, @hG+BAFF. Los resultados presentes en

A-C son representativos de 3 experimentos indepatesi. * g0,05; *** p< 0,001.
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Los efectos de BAFF pueden ser el resultado deelinado equilibrio de sefales
transmitidas a través de sus tres receptores. @etdr los receptores para BAFF
encontramos a BAFF-R (BAFF receptor), TACI (Transtheane Activator and Calcium
modulator and cyclophilin ligand Interactor) y BCMR Cell Maturation protein A), los
cuales son expresados en distintos tipos celukne ellos los LiB. Cabe destacar que
BAFF-R es el Unico receptor que tiene como unigando a BAFF (Thompson JS y col),
mientras que BCMA y TACI también unen a otra ciiogude la familia TNF conocida
como APRIL (A Proliferation Inducing Ligand) (ShaldgViorskaya y col., 2004).

El hecho de que BAFF actle a través de distintmspteres nos llevo a pensar que la
regulacion diferencial de BAFF sobre la expresierFdgammaRlib en los LiB1 activados
con CpG podria estar intimamente relacionado cqel de expresion de los receptores
BAFF-R, TACI y BCMA en los LiB1 peritoneales. En lgigura 15 se muestran
histogramas de expresion para BAFF-R, TACI y BCMA 6B1 peritoneales, LiB2
peritoneales y LiB2 esplénicos. Los nimeros obsEvan cada histograma representan
los valores de Intensidad de Fluorescencia Meéisl)pbara BAFF-R y TACI, y en el caso
de BCMA, se muestran los porcentajes de célulasegpeesaron este receptor. Todas las
subpoblaciones de LiB expresaron BAFF-R y TACI. ©opuede apreciarse, no hubo
diferencias significativas en el perfil de expresex vivode BAFF-R entre las distintas
subpoblaciones de LiB. Sin embargo, los LiB1 pestdes obtenidosx vivomostraron los
mayores niveles de expresion de TACI (mayores galde IFM) y un alto porcentaje de
estas células expresaron el receptor BCMA. La eixfmede todos los receptores de BAFF

en LiB activados con CpG fue similar (datos no maakis).
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Figura 15: Expresion de receptores para BAFF en LiB

Expresion ex vivode BAFF-R, TACI y BCMA en LiB1 peritoneales (B1)iB2 peritoneales
(B2p) y en LiB2 esplénicos (B2e), evaluadas pamneétria de flujo. Los niUmeros en cada gréfico
muestran el valor de Intensidad de Fluorescencidid/feara BAFF-R y TACI, y los porcentajes de

expresion de cada subpoblacion para BCMA. Se marekistogramas representativos de un grupo

de 5 animales.

Para determinar si la disminucibn que BAFF prodwe la expresion de
FcgammaRllb en LiB1 activados esta circunscriptarsente a este regulador negativo, la
expresion de CD22 (regulador negativo de sefialeBE€R) fue evaluada por citometria de

flujo en LiB1 activados con CpG o con CpG+BAFF. I&rFigura 16 puede observarse un
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histograma representativo en el cual se observa cueo previamente fue reportado
(Lajaunias y col., 2002), CpG disminuyo la exprasite CD22 en LiB1. El agregado de
BAFF a los LiB1 activados con CpG no indujo caml#ada expresion de CD22. Podemos
concluir que la disminucion de FcgammaRlIIb prodacmbr BAFF se circunscribe a

FcgammaRlIIb y no a otros reguladores negativos cobi2?2.

Bip | - | Control de Isotipo
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I BAFF
CpG
CpG+BAFF

W

Figura 16: Expresion de CD22 en LiB1 activados cuiltados en presencia de BAFF.
Expresiéon de CD22 en LiBl peritoneales cultivadd hbras con medio, BAFF, CpG vy

CpG+BAFF, evaluada por citometria de flujo.

Luego decidimos evaluar la susceptibilidad de Ldgltivados con CpG+BAFF a
la apoptosis mediada por FcgammaRllb. En la Fidirae muestran los porcentajes de
células apoptoticas, evaluadas a través de ladtincon TMRE, de LiB1 peritoneales
previamente activados con CpG o CpG+BAFF a losesulalego de 48 horas de activacion
se les indujo o0 no el entrecruzamiento de FcgamtaRD)e manera interesante resulté el

hecho de que los porcentajes de apoptosis via FogRifb en LiB1 peritoneales activados
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con CpG en presencia de BAFF fueron similares gtwsentajes de apoptosis de estas
células en ausencia de un estimulo inductor detapigp Por lo tanto los porcentajes de
apoptosis disparada a través de FcgammaRlIlb en aditados con CpG+BAFF fueron
significativamente menores que los porcentajes piptasis via FcgammaRllb en LiB1l
activados solamente con CpG (Figura 17). Podemaoslwo que los LiB1 peritoneales
activados con CpG en presencia de BAFF se encontparotegidos de la muerte via

FcgammaRlib.
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Figura 17: Apoptosis via FcgammaRlIlb de LiB1 peritmeales activados y cultivados en

presencia de BAFF.

Porcentaje de apoptosis (baja retencion de TMR&luada por citometria de flujo, en LiB1
peritoneales cultivados con CpG (barras grisespio CpG+BAFF (barras negras) durante 48 horas
y luego cultivados 18 hs mas sin anticuerpo (PB8pn 2.4G2 (anti-FcgammaRilIb).<,05.
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Para evaluar si el efecto de BAFF estaba circiptscra la apoptosis via
FcgammaRlIb o a la apoptosis via otros receptagasnuwkrte, se evalué la accion de BAFF
en la muerte, disparada por Fas, sobre LiB2 esméractivados con LPS. En la Figura
18A se muestra el porcentaje de células apoptotiegsrminado por citometria de flujo, en
LiB2 esplénicos cultivados con LPS o con LPS+BAFgug luego fueron incubados con
PBS o con un anticuerpo que entrecruza Fas. Pumsdevarse que el agregado de BAFF a
LiB2 esplénicos activados con LPS aumenta el ptagende células apoptoticas al
producirse el entrecruzamiento de Fas. Como prente habiamos demostrado a traves
de otras metodologias (Acosta-Rodriguez y col.,728)0BAFF no protege, sino mas bien
promueve la apoptosis via Fas/Fas-L en LiB2 espdénactivados con LPS (Figura 18A).
Debido a que demostramos que BAFF aumentaba laagi®wyia Fas en LiB2 esplénicos
activados con LPS a través del aumento en la egpre®e Fas, decidimos analizar los
niveles de expresion de Fas sobre nuestras célaelastudio. En la Figura 18B se muestra
la expresion de Fas, evaluada por citometria de, fen LiB2 esplénicos cultivados con
medio, LPS o LPS+BAFF. En concordancia con resofigutevios, se observa que BAFF
aumento la expresion de Fas en LiB2 esplénicosaatts con LPS. Este resultado indica
gue el efecto anti-apoptético que ejerce BAFF atqmer de la apoptosis via FcgammaRllb
a LiB1 activados disminuyendo la expresion de esteptor, es un evento circunscripto a
la muerte mediada por el entrecruzamiento de Fcgddhlimy no al entrecruzamiento de

otros receptores de muerte como Fas.
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Figura 18: Apoptosis via Fas y expresion de Fas &iB2 esplénicos activados en presencia de

BAFF.

A) Porcentaje de apoptosis (baja retencion de TMB¥Eluada por citometria de flujo, en LiB2
esplénicos cultivados con LPS (barras lisas) o tBS+BAFF (barras rayadas) durante 48 horas y
luego cultivados 18 hs mas sin anticuerpo (PBSkom anti-Fas (Jo-2)B) Expresion de Fas,

evaluada por citometria de flujo, en LiB2 esplésiaultivados con medio, LPS o LPS+BAFF
durante 48 horas. ¥,05; **p<0,005; ***p<0,001.

El hecho de que excesos sistémicos de la citogBIARF estén asociados a
enfermedades autoinmunes en donde los LiB tienaolyatognomonico (Mackay y col.,
1999) vy los hallazgos obtenidos en nuestro labocaswerca de que BAFF protege a los
LiB1 activados de la muerte mediada por el entmgmniento de FcgammaRlib (Figura
17), nos llevaron a evaluar si niveles elevadoBAlEF in vivo, pueden afectar la expresion
de FcgammaRllb y la apoptosis via este recepttwdeiB1 peritoneales. Este objetivo se
pudo llevar a cabo gracias a la colaboracion estadd con el laboratorio del Dr David
Rawlings del Seattle Children’s Research Institdtashington State, EEUU, en el cual se

encontraban disponibles los animales BAFF TransgéniBAFF-Tg). En la Figura 19A
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se muestran los niveles de expresion de Fcgamma®i#thuados por citometria de flujo,

en LiB1 peritoneales de animales salvajes (C57Bl/&)e animales BAFF-Tg. Como

puede apreciarse, los LiB1 peritoneales de animB&BF-Tg presentaron niveles de

expresion de FcgammaRlIib disminuidos comparadoslaomiveles de expresion de los
LiB1 de animales salvajes. En contraste, en larkiglOB se muestra, a través de
histogramas, que no hubo diferencias en los nivdgesxpresion de FcgammaRlib en las
distintas subpoblaciones de LiB esplénicos (LiBIIBT2, LiBZM y LiB2 o foliculares)

de animales salvajes y BAFF-Tg.
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Figura 19: Expresion de FcgammaRllb en LiB de animbes BAFF-TQ.

A) Expresion de FcgammaRllb, evaluada por citomeiélujo, en LiB1 peritoneales de animales
salvajes (C57BL/6, barra blanca) y de animales BABF(barra negra)B) Expresion de
FcgammaRllb, evaluada por citometria de flujo, eirdas subpoblaciones de LiB de bazo (T2,
T1, MZ, y foliculares 0 B2e) en animales salvaj€6{BL/6, histogramas de lineas grises) y
animales BAFF-Tg (histogramas de lineas negras) diatos son representativos de 2 experimentos
independientes entre si. **40,001.
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Posteriormente, la susceptibilidad a la apoptosesjiada por el entrecruzamiento de
FcgammaRllb, fue evaluada en LiB1 peritoneales gm@ntes de animales salvajes y de
animales BAFF-Tg. A través de la tincion con TMRA,la Figura 20A, se muestra que los
LiB1 de animales BAFF-Tg, a los cuales se les imdaj apoptosis via FcgammaRlib,
presentaron un porcentaje de células apoptéticaesgisimilar al porcentaje de apoptosis
de estas células cultivadas con PBS. Ambos pojesnteron significativamente
inferiores al porcentaje de células apoptoticaseptes en los LiB1 peritoneales de ratones
salvajes que fueron incubados con el anticuerp@2 (anti-FcgammaRlIb). Los resultados
indican que los LiB1 de animales BAFF-Tg se en@ntr protegidos de la muerte

mediada por el entrecruzamiento de FcgammaRlib.

A) B)
20- 1 c57BL6 2.5~
L B BAFF Tg 2
3 151 s 29
2 o
e 5o 1.5
@ 101 e
o T = 1.04
® o -
2 57 g 05
3
z
0 T T OC L)
5 L O ¥ © )
L 6(29 &
& P
& &

Figura 20: LiB1 peritoneales en animales BAFF-Tg: foptosis via FcgammaRllb y ndmero
absoluto

A) Porcentaje de apoptosis (baja retencion de TMB¥Eluada por citometria de flujo, en LiB1
peritoneales de animales salvajes (C57BL/6, bédneascas) o animales BAFF-Tg (barras negras)
cultivados durante 18 horas sin anticuerpo (PBS)oro 2.4G2 (anti-FcgammaRIIb) Nimero
absoluto de LiB1 peritoneales de animales salvfijasra blanca) y animales BAFF-Tg (barra
negra). Los resultados mostrados en A-B son repi@beos de dos experimentos independientes

entre si. **p<0,001.
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Como previamente fue reportado (Fletcher y coll120Fletcher y col., 2006),
observamos que los animales BAFF-Tg presentaromiumero incrementado de LiB1l
peritoneales (Figura 20B).

Finalmente, decidimos evaluar lo que acontéciaivo frente a una situacion de
activacion de los LiB1 peritoneales de animales BAR. Para ello ratones salvajes y
ratones BAFF-Tg fueron inmunizados con 30 ug de @pGvia intraperitoneal y, a las 72
horas de la inmunizacion, las células de cavidaitopeal y los bazos de los ratones
inmunizados fueron obtenidos. Luego, a través demetria de flujo, se evalud la
expresion de FcgammaRlIlb en las distintas subpales de LiB. Cabe sefialar que
ratones de ambas cepas inyectados con PBS fuelipadats como controles. En la Figura
21 se muestra que la inmunizacion con CpG indujoaumento en la expresion de
FcgammaRlIlb no solo en LiB1 peritoneales de rat@abgjes sino también en LiB1 de
ratones BAFF-Tg. Sin embargo, los elevados nivdleBAFF in vivo hicieron que el
aumento en la expresion de FcagammaRllb se veandiglm en los LiB1 de ratones
BAFF-Tg inmunizados al compararlos con los de Ld&lanimales salvajes inmunizados.
Por lo tanto podemos concluir que el efecto inbifwt de BAFF sobre la expresion de
FcgammaRlIIb se mantuvo aun luego de inmunizar est®AFF-Tg con CpG. El efecio
vivo de BAFF sobre la expresiéon de FcgammaRlIb fueuskeimente producido en LiB1
peritoneales, ya que no se observaron diferencida expresion de FcgammaRllb en las
poblaciones de LiB esplénicos de animales salwaj8AFF-Tg inmunizados con CpG

(datos no mostrados).
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Figura 21: Expresion de FcgammaRllb en LiB1 peritoreales de animales inmunizados con
CpG.

Expresion de FcgammaRllb en LiB1l peritoneales denaes salvajes (C57BL/6) o animales
BAFF-Tg, a las 72 horas de ser inyectados con P&fadfados grises, grupo control) o

inmunizados por via intraperitoneal con 30 ug d& Qquadrados negros). **48,001.
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Conclusiones Resultados IV

En esta ultima parte de esta tesis determinamos que

* BAFF disminuye la expresion de FcgammaRlIlb en Ligtitoneales activados con
CpG, no solo a nivel de la membrana celular, samobién a nivel de ARN mensajero de

fcgr2b.

» Los LiB1 peritoneales expresaron mayores nivele3JAIEl y mayores porcentajes de
expresion de BCMA que LiB2 peritoneales y esplénidoos niveles de expresion de

BAFF-R fueron similares en LiB1 peritoneales, LiB&itoneales y LiB2 esplénicos.

» BAFF protegi¢ a los LiB1 activados con Cp vitro de la muerte mediada por el

entrecruzamiento de FcgammarRlib.

 Altos niveles de BAFFin vivo conducen a un elevado niumero de LiB1 peritonekiss,
cuales expresan significativamente menores nivddescgammaRlIlb en su superficie, y a

la vez estan protegidos de la muerte mediada patedcruzamiento de éste receptor.

* Finalmente, LiB1 de animales BAFF-Tg inmunizadoa @pG por via intraperitoneal,
expresaron significativamente menores niveles dgafmaRIlb que LiB1 de animales
salvajes inmunizados, indicando que en condicionesolo homeostaticas sino también de
activacion los elevados niveles de BAFF conducama reduccion en la expresion de

FcgammaRlib en LiB1 peritoneales.
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La importancia del receptor inhibitorio FcgammaRéib lo que concierne a la
modulacion de la respuesta y la tolerancia humwaaido ampliamente estudiada (Smith y
Clatworthy, 2010) y los estudios estuvieron priafipente enfocados en el andlisis del rol
gue posee FcgammaRllb al regular la respuestaBladtivados de manera especifica via
su BCR. Sin embargo, poco se sabia de la exprediérencial de este receptor en las
distintas subpoblaciones de LiB y cudl seria sendla respuesta inmune humoral. En este
trabajo de tesis demostramos que existe una egprdgerencial de FcgammaRlib en las
distintas subpoblaciones de LiB maduros, encontgmaltamente expresado en los LiB1
peritoneales. Pudimos demostrar también que ebamabiente de la cavidad peritoneal no
influye en la expresion de FcgammaRllb, ya que wosoLi peritoneales como los B2
peritoneales los niveles de este receptor fuergosbg similares a los de los LiB
esplénicos. Los mayores niveles de expresion derkic@RIlb en LiB1 peritoneales
estuvieron vinculados a una mayor expresion de adares de activacion y de
diferenciacion hacia célula secretante de Acs.sEs#sultados se correlacionan con datos
previos provistos por la literatura (Fairfax y ¢@007; Tumang y col., 2005) en los cuales
se pone en evidencia una cierta analogia funciema¢ los LiB1 y las células secretantes
de Acs.

Los altos niveles de expresion de FcgammaRlib Bide en los LiB1 peritoneales,
se asociaron con una alta susceptibilidad de estadulas a la muerte mediada por el
entrecruzamiento de este receptor, posicionandaganimaRIllb como un importante
mediador de la sobrevida de LiB1 peritoneales enliciones fisiologicas. Esta conclusion
adquiere aun mas relevancia cuando se tiene etacgesla susceptibilidad a la apoptosis
via Fas/Fas-L es similar entre LiB1 peritonealesiB2 esplénicos. Estos resultados se

contraponen a los obtenidos por Masuda y col (Magudol., 1997), los cuales sostienen
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gue los LiB1 peritoneales son resistentes a la t@mymr apoptosis mediada por Fas. De
manera interesante y con argumentos a favor ddrasegsultados, este mismo grupo de
trabajo reporté que la deficiencia de Fas en LiRVva a la exacerbacion de anemia
hemolitica autoinmune observada en un modelo deaes transgénicos en el cual los
LiB1 son los principales responsables de la pradacde auto Acs (Watanabe y col.,
2002). En este modelo de autoinmunidad, la defitéede Fas en los LiB1 ayudaria a estas
células (junto con los incrementados niveles seéride IL10) no solo a escapar de la
apoptosis via Fas/FasL sino también a migrar hganglios mesentéricos y lamina propia
para diferenciarse en células secretantes de Aasto

Estudios previos demostraron que FcgammaRllb esatqara el mantenimiento de
la tolerancia de los LiB, ya que animales defi@snen este receptor desarrollan
espontaneamente anticuerpos anti-ADN y anti-nuetegéBolland y col., 2002), lo cual
deriva en una glomerulonefritis. En este trabajtedes observamos que ratones deficientes
en FcgammaRllb, con base genética 129;B6, presemtancrementado nimero de LiB1
peritoneales, hecho que ha sido reportado en otamelos animales de autoinmunidad
(Fletcher y col., 2006; Hayakawa y col., 1983; dshy col., 2006; Mohan y col., 1998; Pao
y col., 2007; Sato y col., 1996; Whyburn y col.030 Por su parte los animales deficientes
en FcgammaRllb tienen numeros similares de LiB émspbs y LiB2 peritoneales
comparados con animales salvajes. Para genecapéade ratén 129;:B6 FcgammaRiIib
se utilizan células madre provenientes de rator2®, ¥ a través de técnicas de
manipulacion génica se les elimina la expresiongeel fcgr2b. Luego se seleccionan las
células que efectivamente eliminaron la expresiénede gen y se las introducen en
hembras de la cepa C57BL/6 pseudo-prefiadas y &maémal nacer, se seleccionan las

crias FcgammaRlIth Un estudio reciente revelé que animales hibrafdee la cepa 129 y
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la cepa C57BL/6, genotipo ampliamente utilizadosapk generacion de animales
modificados genéticamente, desarrollan espontarmeanaeitoinmunidad (Bygrave y col.,
2004). Sumado a este hallazgo, se encuentra etteege Boross y col (Boross y col.,
2011) en el cual demuestran que animales defigemte=cgammaRlib, pero con una base
genética pura de la cepa C57BL/6 (B6, FcgammaéR|lpresentan LiB con un fenotipo de
hiperactividad, pero no llegan a desarrollar autainidad. Estos datos sugieren que
interacciones epistaticas entre el genoma de aesn@b7BL/6 y la region derivada de las
células madre 129, y no la deficiencia de FcgammbaRausaria la perdida de tolerancia
observada en animales 129;B6 FcgammaRIfn esta tesis doctoral utilizamos animales
de la cepa 129;B6 FcgammaRfilby como referimos previamente, estos animales
mostraron un incrementado namero de LiB1 perit@seds valido sefialar que en ninguno
de los articulos mencionados (Boross y col., 2@ygrave y col., 2004) se evalud ni el
numero de LiB1, ni la sobrevida de los mismos. Asino, el fenotipo de hiperactivacion
presente en los animales B6 FcgammaRlIfiodria estar vinculado a una aumentada
actividad de los LiB1. Consecuentemente, es ndoeszalizar estudios adicionales para
poder dilucidar el rol que tiene el haplotipo 128;& el mantenimiento de la homeostasis
de los LiB1.

Como consecuencia del incrementado numero de Li@&itopeales, los ratones
deficientes en FcgammaRllb mostraron un incrementtms niveles séricos de anticuerpos
naturales (IgM e IgG anti-PtC). En contraste coestmos resultados, Clatworthy col
(Clatworthy y Smith, 2004) no encontraron diferascien los titulos de Acs naturales
presentes en animales deficientes en FcgammaRdihdouse los compara con los titulos
de los animales salvajes. Las causas de estasphscias son poco claras pero las

podemos atribuir a diferencias metodologicas quduyen la especificidad de los Acs
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determinados. Un gran porcentaje de la poblaciohiB#& tiene BCRs que reconocen al
fosfolipido modificado PtC (Mercolino y col., 1988)or lo cual en éste trabajo de tesis se
analiz6 dicha especificidad en los Acs naturaleduados. Los anticuerpos naturales estan
dirigidos no solo contra estructuras conservadasseptes en los microorganismos sino
también contra proteinas o lipidos propios quegdude sufrir cambios oxidativos o
enzimaticos, pueden ser reconocidos por estosTAat®s el caso del abundante fosfolipido
PtC que al ser oxidado, por procesos que puedelicanga apoptosis celular, genera
compuestos de tipo aldehidos los cuales al forminacciones covalentes con proteinas o
lipidos pueden ser reconocidos por los Acs natsir@letz y col., 2009). Por otra parte, es
conocido que la composicion de la flora intestiregula el balance entre distintos tipos
celulares (lvanov y col., 2008), pudiendo asi t&nbnfluir en la especificidad de los Acs
naturales. Por lo cual, las diferencias entre lerobiota de nuestros animales, y la de los
animales analizados por Clatworthhyol (2004), pueden llegar a generar las discrepancias
antes mencionadas.

Determinamos que la pérdida de expresion de Fcg&himase asocia con un
incremento en el tamafo de la poblacién de LiBastg incremento no pudo ser explicado
por la expresion diferencial de proteinas involdasaen la activacion, proliferacion y
sobrevida de los LiB1 o LiB como lo son p-erk % |gthick y col., 2009b), p-Stat3 (Karras
y col.,, 1997) y Bim (Craxton y col., 2005), ya gles LiB1 de animales salvajes y

deficientes en FcgammaRllb presentaron nivelexpeesion de estas proteinas similares.
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Figura D1: Esquema representativo de los fendmenadbservados en la poblacion de LiB1 en

animales FcgammaRIIb".
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De la misma manera el aumento en la poblacién B& &h animales FcgammaR(ib
no fue consecuencia de un aumento en la capacelgdotiferaciénin vivo de los LiB1.
Finalmente, observamos que la prolongada sobrewidairo e in vivo de los LiB1 de
animales FcgammaRlibfue la causa del incrementado nimero de LiB1 pteseen
ratones FcgammaRlIlb Este fenémeno podria estar relacionado con unairdifa
susceptibilidad a la muerte gatillada por distirg@8ales. Es probable que bajo condiciones
de “no enfermedad” o de homeostasisivo, los complejos inmunes circulantes provean
sefales apoptodticas a LiB1 que expresan FcgammalRlimanera competente (Heyman,
2003; Xiang y col., 2007) y que este mecanismolaelgu esté ausente en LiB1 deficientes

en FcgammaRllb.
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Las variaciones fisiolégicas en la expresion dekeptor FcgammaRIlb humano y
murino tanto a nivel génico, con polimorfismos aehidel promotor del gen de este
receptor, como los cambios en la expresion de Fegdadhlb que pueden ser inducidos por
citoquinas o sefiales de origen microbiologico, puetener efectos sustanciales en la
funcion de este receptor. Muchos factores pued#Buneirtiar la via de sefalizacion de
FcgammaRlib, al cambiar la expresion relativa dednmo (Smith y Clatworthy, 2010).
Durante esta tesis se demostrd que factores ex®gemoo ligandos de los TLR e IL-4
cambian los niveles de expresion de FcgammaRlIlpaaando en la sobrevida de los
LiB1. Los LiB1 peritoneales y los LiB2 esplénicaslzos activados con CpG no tuvieron
diferencias en la susceptibilidad a la muerte irtlugia FcgammaRllb, a pesar del hecho
gue los LiB1 activados con CpG expresaron mayoredas de FcgammaRllb. Este dato
indica que no hay una estricta relacion lineal eenlivs niveles de expresion de
FcgammaRlIb y la susceptibilidad a la apoptosisi@nth por este receptor, sugiriendo que
habria un umbral de expresion de FcgammaRllb ar et cual las células se vuelven
igualmente vulnerables a la muerte via FcgammalRBhmportante destacar que elevados
niveles de expresion de FcgammaRllb en LiB se asmticon la capacidad de estas
células para secretar Acs. Actualmente la ideatifitn de Células Plasmaticas (CP) se
realiza evaluando la expresion de CD138 (Syndefasnlcombinacion con una baja
expresion de B220; sin embargo se reportd queafuhcionalmente identificadas como
CP eran Syndecan-1 neg (Kallies y col., 2004; Metircol., 2010)Los datos analizados
en conjunto nos hacen proponer que: la expresidrcgammaRllb en combinacién con la
expresion de Blimp-1 podrian ser utilizados paenidicar células secretantes de Acs o

asimismo CP (células con alta expresion de FcganimgmBlimp-1).
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A fines de la década del 90 se describieron pongya vez dos citoquinas, BAFF (B
cell activating factor) y APRIL (a proliferatiomdlucing ligand), (Hahne y col., 1998;
Schneider y col., 1999; Shu y col., 1999) las cualen conocidas como factores cruciales
en el mantenimiento de la sobrevida de los LiBckég y col., 2003). Ambas citoquinas
son proteinas transmembrana tipo Il, que formandtidmeros, y poseen un sitio consenso
de tipo furina, en el cual actian distintas enzjnmesesarias para que BAFF y APRIL
adquieran la forma de citoquina soluble (Lopez-&nagol., 2001; Schneider y col., 1999).

Tanto BAFF como APRIL son producidos por céluladadexmunidad innata como
macrofagos, neutréfilos, células dendriticas (Mgicka@ol., 2003). La produccion de estas
citoquinas se ve incrementada no solo en preseediaterferones Tipo I, INF gamma, IL-
10, G-CSF, sino también al activarse los recepttype Toll (Boule y col., 2004). Ademas,
LiT y LiB activados y LiB de pacientes con leuceriidocitica cronica producen BAFF y
en este Ultimo caso, fue descripto que BAFF aaduasimo un factor de sobrevida de las
células tumorales (Chu y col., 2007; Kern y col0£2, Mackay y Leung, 2006). Estudios
recientes indican que BAFF y APRIL también pueden groducidas por células no
hematopoyéticas como citotrofoblastos placentariossteoclastos de pacientes con
mieloma multiple, células epiteliales de amigdalake vias aéreas, células epiteliales de
glandulas salivales, astrocitos de pacientes adonlias en Sistema Nervioso Central y
astrocitos de pacientes con Esclerosis Multiplee(flzol., 2006; Ittah y col., 2008; Kato y
col., 2006; Krumbholz y col., 2005; Langat y c@008).

BAFF y APRIL ejercen sus efectos al interaccionam sus receptores especificos,
dentro de los cuales se encuentran BAFF-R (Recegt@®AFF), TACI (Transmembrane
Activator and Calcium modulator and cyclophilindigd Interactor) y BCMA (B cell

maturation Antigen). BAFF se une especificamenBA&F-R, pero también ejerce sus
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efectos al interaccionar con TACI y BCMA. Por sutpaAPRIL ejerce sus efectos al
interaccionar con TACI y con BCMA.

En animales deficientes en BAFF o0 en BAFF-R se pudiservar un bloqueo en el
estadio de diferenciacion de LiB inmaduros conagidomo T1, con lo cual en estos
animales no hay LiB de ZM ni LiB2 convencionalesild y Hayes, 1991; Schiemann y
col., 2001; Thompson y col., 2001). Sin embargmUehero de LiB1 peritoneales no se ve
afectado. Por otro lado, ratones deficientes enlAPBseen una ontogenia normal de LiB,
pero el cambio de isotipo hacia IgA se ve afectatt.sido descripto que tanto BAFF
como APRIL promueven el cambio de isotipo a IgAndnera T independiente y en este
proceso estan involucrados tanto TACI como BAFFERstigli y col., 2005).

TACI posee roles duales en el desarrollo de LiB.UPolado animales deficientes en
TACI presentan elevados niveles séricos de autp Aado renal y presencia de infiltrados
tumorales en distintos Organos, eventos causadosupoexcesivo numero de LiB
esplénicos. Sin embargo Seshasayee y col. noede$inalguna subpoblaciéon de LiB se
encuentra principalmente expandida (Seshasayek, 2@03). Por el otro lado la expresion
de TACI es requerida para que se produzca unamefiecrespuesta humoral contra Ags T-
independientes tipo 1. Como fue reportado preiat®, y como también nosotros hemos
demostrado en este trabajo de tesis, los nivelexglesion de TACI son mayores en LiB1
peritoneales y LiB de ZM, células que participativatnente en la respuesta humoral
frente a Ags T-independientes Tipo Il. Por lo ceslprobable que a través de TACI se
provean sefiales positivas de maduracion y/o sal@evilos plasmablastos derivados de
estas ceélulas (Mantchev y col.,, 2007). Recienteejeae ha descripto que ratones
deficientes en BCMA, son saludables, sin embargmhtaevida de las CP de médula 0sea

se ve reducida (O'Connor y col., 2004).
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Hasta la fecha se han identificado algunos targqtge tiene BAFF para poder
cumplir con su rol anti-apoptético sobre los LiBsiAes conocido que BAFF no solo
aumenta la expresion de factores anti- apoptotcweso Al, Bcl-x(L), Bcl-2 y Pim-2
(Bossen y Schneider, 2006; Hatada y col., 2003; yisol., 2002; Lesley y col., 2004),
sino que también disminuye la expresion de factpresapoptéticos como Bim (Craxton y
col.,, 2005). En este trabajo de tesis, revelamosfento adicional de BAFF el cual
involucra la disminucién en los niveles de expresié FcgammaRlib en LiB1 peritoneales
activados con CpG y la consecuente proteccion s eglulas a la muerte mediada por
éste receptor. La apoptosis que se gatilla pom#keeruzamiento de FcgammaRllb es
mediada por la proteina pro-apoptética Bim (Xigngol. 2007), por lo tanto moléculas
como BAFF que pueden disminuir no solo la expresi@mBim sino también la expresion
de FcgammaRllb pueden proteger a los LiB1 de lartawia FcgammaRlib. El efecto de
BAFF se vio circunscripto a la regulacion de laregn de FcgammaRllb en los LiB1 y
no se hallaron modificaciones en la expresion desateguladores negativos de los LiB
como lo es CD22. Por otro lado, especulamos quenkgores niveles de expresion de
TACI y el mayor porcentaje de expresion de BCMAIles LiB1 estarian vinculados al
efecto preferencial de BAFF sobre la regulacioratieg de FcgammaRlIb en estas células.

Durante los comienzo del siglo XXI, casi de fornrsagecutiva, dos grupos de trabajo
demostraron que la sobre-expresion de BAFF estabaulada al desarrollo de
enfermedades autoinmunes como Lupus Eritematosénsc® (LES) (Gross y col., 2000;
Mackay y col., 1999) y enfermedad de Sjogren (Grgoool., 2002). Para ello, hicieron
uso de ratones BAFF Tg los cuales poseen elevadeks de esta citoquina en suero,
presentan altos titulos de auto Acs, infiltradod.ilBen glandulas salivales y dafio renal.

Més tarde, fue reportado que en los animales BAGFn® hay una pérdida total de
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tolerancia a nivel del desarrollo de LiB, sino gakos niveles de BAFF estarian
manteniendo la sobrevida de LiB que poseen BCRe@attvos de baja afinidad (Thien y
col., 2004). Se demostrd que animales BAFF Tg iy @ez deficientes en LiT continuaban
presentando la patologia autoinmune, indicandolgysesencia de LiT no es requerida
para el desarrollo de autoinmunidad en los rat@®#dsF Tg. En este trabajo adjudican un
rol importante a la activacion de LiB via TLR, yaeganimales que carecen de MyD88,
proteina adaptadora involucrado en el sefialamieletolos receptores tipo Toll, no
desarrollan autoinmunidad (Groom y col., 2007). dstos animales la actividad de los
LiB1 peritoneales est4 asociada con la nefritis g@sentan los mismos (Fletcher y col.,
2006). Estos autores apoyan la hipotesis de queiBis activados via TLRs aumentan la
expresion de TACI y que la coestimulacion de es¢hdas con BAFF y Cp® vivo haria
gue las mismas produzcan altos niveles de autocpisnes son los principales causantes
del dafo renal presente en los animales BAFF Tgamde esta tesisbservamosgomo ya
habia sido previamente reportadidetchery col. 2006), que altos niveles séricos de BAFF
in vivo (animal BAFF-Tg) pueden de manera eficiente expdadooblacion de LiB1. La
autoinmunidad presente en animales BAFF-Tg hawsittulada con la funcién exacerbada
de LiB1, los cuales pueden ser detectados enfloaes extremadamente dafiados de estos
animales (Fletchey col. 2006). Por lo tanto, la identificacion de sefiales faciliten la
apoptosis de los LiB1 podria conducir a desarrdiramientas para combatir la auto-
reactividad que ellas generan. Es probable queltel rdimero de LiB1l peritoneales
presentes en animales BAFF-Tg sea mantenido ngsolel incremento o disminucion de
factores anti y pro- apoptoticos respectivamene giorque BAFF también es capaz de
disminuir los niveles de expresion de FcgammaRilpnsecuentemente protege los LiB1

de la muerte mediada por el entrecruzamiento @ereséptor.
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Figura D2: Esquema representativo del efecto de BAFin vitro e in vivo sobre la expresién de
FcgammaRllben LiB1.
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En resumen, en este trabajo de tesis se proveeavidencias que otorgan a
FcgammaRlIb un rol importante en el control dediarevida de LiB1 peritoneales. En esta
tesis doctoral describimos un nuevo mecanismacdéma través del cual BAFF protege
a los LiB1 activados de la muerte inducida pogammaRlib Con vista al emergente rol
gue poseen moléculas capaces de bloguewivo la actividad de BAFF (Ding y Jones,
2006; Navarra y col.; Stohl y col.), la correccidle los niveles de expresion de
FcgammaRlIlb con estos agentes farmacologico prawveesfecto adicional, a los ya
previamente conocido&raxton y col., 2005)para poder interferir con la patogénesis de

procesos autoinmunes y restaurar de esta maniarancia hacia lo propio.

93



Materiales y Métodos
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REACTIVOS

Animales
Reactivos empleados para cultivo celular

Anticuerpos

METODQOS DE ENSAYO

1.

3

4.

Obtencion de suero y suspensiones celulares
Suero

Células totales de peritoneo

LiB1 y LiB2 de peritoneo

Células totales de bazo

LiB2 esplénicos

Citometria de flujo

Marcacién de superficie

Marcacion intracelular de IgM

Marcacion intracelular de Blimp-1, pStat-3, p-Etky BIM
Tincién con TMRE

Marcacién para determinar incorporacion de Bromageuridina

. Cultivo celular

Induccion de apoptosis
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5. ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Asspy

Determinacion de Acs especificos contra Fosfatidiiia

6. ELISPOT (Enzyme-linked Immunospot assay)

7. Obtencion de lisados celulares

8. Determinacion de proteinas

9. SDS-PAGE y Western Blot

10. Obtencion de RNA

11.Retro-transcripcion reversa

12.Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real
13. Tratamientos in vivo

Tratamiento con Bromodeoxiuridina

Tratamiento con CpG-ODN

Transferencia adoptiva de LiB1.

ANALISIS ESTADISTICO
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REACTIVOS

Animales

Para los experimentos realizados en esta tesigesatbembras de las siguientes cepas
fueron utilizados:

 C57BL/6, de 12-48 semanas de edad, provenientés daiversidad Nacional de
La Plata o endocriados en el bioterio del Depatamde Bioquimica Clinica de la
Facultad de Ciencias Quimicas, UNC.

« B6;129 Fcgr2h, de 12-48 semanas de edad, provenientes de Jackboratories
(EEUU) y endocriados en la Pontificia Universidadtdlica de Chile y en el
bioterio del Departamento de Bioquimica Clinica ldeFacultad de Ciencias
Quimicas, UNC.

 C3H/CBA; C57BL/6-BAFF-Transgenicos de 12 semanasegpsamente donados
por el Dr. David Nemazaee (The Scrips ReseachtuistiLa Jolla CA, EEUU) y
endocriados en el bioterio del Seattle Childrétéseach Institute (Seattle, EEUU).

* NOD-SCID de 8-10 semanas provenientes de Jacksborataries (EEUU) y
endocriados en el bioterio del Departamento de WBioga Clinica de la Facultad
de Ciencias Quimicas, UNC.

* B6/uMT de 8-15 semanas provenientes del biotericGdattle Children’s Reseach
Institute (Seattle, EEUU) y endocriados en el biotedel Departamento de

Bioquimica Clinica de la Facultad de Ciencias Quasi UNC.
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Reactivos quimicos empleados en cultivos celulares

RPMI 1640 (GIBCO), SBF (GIBCO), L-glutamina (Glutary GIBCO), EDTA fueron
adquiridos en Invitrogen (EEUU). Buffer de lisisr@aglobulos rojos, 2-mercaptoetanol,
ASB y el LPS fueron adquiridos en Sigma-Aldrich E&EUU). CpG-oligonucledtido fue
adquirido en Operon Biotechnologies Inc (AlabantalB).

Las citoquinas de ratdon recombinantes BAFF e Ffuefon adquiridas en Axxora LLC
(San Diego CA, EEUU) y Peprotech (EEUU) respectieara.

Anticuerpos

Los anticuerpos utilizados durante el desarrolloedi& tesis, contra diferentes proteinas

murinas, fueron los siguientes:

Especificidad Marca Técnica Empresa
CD5 PE Citometria de FlujoeBioscience
CD11b FITC Citometria de FlujoeBioscience
CD11b Biotina Citometria de FlujoeBioscience
CD16/CD32 PerCPCy5.5 Citometria de FlujeBioscience
CD16/CD32 Cultivo Celular BD Bioscience
CD19 PE Citometria de FlujoeBioscience
CD21 PE Citometria de FlujoeBioscience
CD22 PE Citometria de FlujoeBioscience
CD23 FITC Citometria de FlujoeBioscience
CD23 APC Citometria de FlujoeBioscience
CD40 Cultivo Celular eBioscience
CD80 PE Citometria de FlujoBD Bioscience
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Especificidad Marca Técnica Empresa
CD138 APC Citometria de FlujoeBioscience
Actina Western Blot Santa Cruz Biot.
BAFF-R FITC Citometria de FlujoeBioscience
BCMA FITC Citometria de Flujo R&D

BIM WB y CF Cell Signaling
Blimp-1 PE Citometria de FlujoSanta Cruz Biot. Inc
B220 APC Citometria de FlujoeBioscience
B220 Pe Cy7 Citometria de FlujeBioscience

Fas PE Citometria de FlujeeBioscience

IgG conejo FITC Citometria de Flujo Invitrogen

IgG conejo POD Western Blot Santa Cruz Biot. Inc
IgG ELISA Sigma

IgG POD ELISA Sigma

IgG ELISPot Southern Biotech
IgG Biotina ELISPot Southern Biotech
IgM FITC Citometria de Flujo Southern Biotech
IgM ELISA Sigma

IgM POD ELISA Sigma

IgM ELISPot Southern Biotech
IgM Biotina ELISPot Southern Biotech
PD-L2 PE Citometria de FlujoeBioscience
p-Erk 1/2 Alexa 647 Citometria de FlujaCell Signaling
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Especificidad Marca Técnica Empresa

p-Stat-3 PE Citometria de FlujcCell Signaling

TACI PE Citometria de Flujo eBioscience

METODOS DE ENSAYO

Para obtener suero, la sangre de animales previaraaestesiados de forma tépica con
clorhidrato de proparacaina al 0,5% fue extraiddiamée puncion del seno retro-orbital.
Luego la sangre fue centrifugada durante 10 minat®800 rpm y a continuacion el suero

fue separado y conservado a -20°C para su posteiliaacion.

2. Obtencidn de suspensiones celulares

Células totales de cavidad peritoneal

Las células peritoneales fueron extraidas mediséntados de la cavidad peritoneal

utilizando pipetas Pasteur en condiciones de &dazti Se realizaron 4 lavados por cada
animal, empleando 2 ml de Solucion Fisiolégica- ZBF en cada lavado. Las

suspensiones celulares fueron centrifugadas a gffdi0durante 5 minutos. Las células

fueron resuspendidas a las concentraciones indicada abajo.
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LiB1 y LiB2 peritoneales

LiB1 y LiB2 peritoneales fueron purificados a trawde “cell-sorting”. Para ello, las células
peritoneales fueron resuspendidas en PBS- 2mM EDIZ%- SBF (buffer Sort) y
posteriormente incubadas con Acs anti B220 y amilTzb, marcados con distintos
fluorocromos, por 30 minutos a 4°C. Las célulaeydn lavadas con buffer Sort y luego
las suspensiones celulares se pasaron por mallagate estéril con poros de 40 um (BD
Bioscience). Finalmente las células fueron adgasricen el sorteador de células
(FACSAria, BD Bioscience, San Diego, EEUU). El portaje de pureza obtenido fue del
95-98% para LiB1 y 96-98% para LiB2.

En la figura a continuacion, se muestra a modo jdm@o, de qué manera fueron
realizados los ensayos de “cell sorting”. Arse muestra un grafico de 2 parametros que
evalla el tamafio (FSC-A) vs la granularidad citeplatica (SSC-A) de células obtenidas
de cavidad peritoneal. En el mismo puede obserwaragegion que delimita la poblacién
de Li. Luego la poblacion de Li fue seleccionadéec¢Ra roja) y en esta poblacién la
expresion de B220 y CD11b fue analizg@). Finalmente, las poblaciones de LiBlp
(B220""" cD11K) y de LiB2p (B2289" CD11b) fueron seleccionadas y obtenidas en
tubos individuales.

A) B)

LiB1p

S5C-A
CD11b FITC

T .l ) TV N T AL 0 AR T S S (R A |
0 200 400 600 800 1000 1EIU |D1 102 103
FSC-A B220 AFPC
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Células totales de B de bazo

Los bazos de los animales fueron extraidos y retamles en esterilidad en capsulas de
Petri de 60 mm conteniendo 5-10 ml de Soluciémlfigjica- SBF 2%. Los érganos fueron
disgregados mecanicamente utilizando émbolos kestériuna malla de acero inoxidable.
La suspension celular fueron centrifugada y elepede tratd por 5 minutos con 2 ml de
buffer Tris-HCL, pH 7,5 conteniendo 8,3 g/L de MM (Lysing Buffer, Sigma) para
producir la lisis de los globulos rojos. Luego &&ulas fueron centrifugadas a 2000 rpm

por 5 minutos y lavadas 2 veces con Sol fisiolo§B& 2%.

LiB2 de bazo

LiB2 de bazo fueron purificados a traves de “celting”. Para ello, células esplénicas
totales fueron resuspendidas en PBS- 2mM EDTA- Bk @uffer Sort) y posteriormente

incubadas con Acs anti-B220 y anti-CD23, marcados distintos fluorocromos, por 30

minutos a 4°C. Las células fueron lavadas conduffort y luego las suspensiones
celulares se pasaron por mallas de nylon esténl pmros de 40 um (BD Bioscience).

Finalmente las células fueron adquiridas en eleaddr de células (FACSAria, BD

Bioscience, San Diego, USA). El porcentaje de pufag del 94-98%.
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3. Citometria de flujo

Marcacién de superficie

Las distintas poblaciones celulares fueron incubgtat 30 minutos a 4°C con diferentes
Acs marcados con PE, FITC, APC, PECy7, PerCPCyhotina, diluidos en buffer de
lavado (Solucidn fisiolégica, SBF 2%) a un volunferal de 25 ul. Luego, las células
fueron lavadas y una tercera incubacion de 30 wénabn estreptavidina marcada con
fluorocromos (APC o PerCPCy5,5) fue realizada coasel utilizaron Acs marcados con
biotina. Finalmente, las células fueron resuspexsah buffer de adquisicion (FACS Flow,

BD Bioscience).

Marcacion intracelular de IgM

Para la determinacion intracelular de IgM, célyasviamente tefiidas en su superficie,
fueron incubadas con un Ac especifico para IgMmarca (Southern Biotech) con el
objetivo de bloquear la IgM expresada en la sugerfcelular de los LiB. Luego, las
células fueron fijadas mediante incubacién con @éiu CytoFix/CytoPer!! (BD
Bioscience) por 30 minutos a 4°C y permeabilizagesliante dos lavados con Perm
/wasH" (BD Bioscience). Posteriormente, las células foéncubadas por 30 minutos con
un Ac monoclonal (Southern Biotech) especifico ggM marcado con FITC, diluido en
solucién Perm /WasH a 4°C y lavadas 2 veces con buffer de lavadoalFiente las

células fueron resuspendidas en buffer de adgdisici
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Marcacion intracelular de Blimp-1y Bim.

Para la determinacién intracelular de Blimp-1 y Blas células previamente tefidas en su
superficie, como se describié previamente, fueijadds mediante incubacién con buffer
de fijacién el cual contiene formaldehido (SantaiZCBiotechnology, EEUU) por 30
minutos a T° ambiente. Luego, las células fueraradas con PBS y permeabilizadas
mediante una incubacion de 5 minutos a T° ambieotebuffer de permeabilizacion frio
gue contiene metanol (Santa Cruz Biotechnology, BEWuego de lavar las células con
PBS, las mismas fueron incubadas con los Acs dgmecimarcados con fluorocromos
diluidos en un buffer de lavado (Santa Cruz Biotetbgy, EEUU) durante 25 minutos en
hielo y al resguardo de la luz. A continuaciondéhilas fueron lavadas 2 veces con PBS y

finalmente fueron resuspendidas en buffer de atbiris

Marcacion intracelular de p-Stat-3, p-Erk Y.

Para la determinacion intracelular de p-Stat-3Brkp?2, células previamente tefiidas en su
superficie, fueron fijadas mediante incubacién emiucién CytoFix/CytoPerff (BD
Bioscience) por 30 minutos a 4°C y permeabilizagesliante dos lavados con Perm
/WasH™ (BD Bioscience). Posteriormente, las células faéncubadas por 30 minutos con
los Acs especificos marcados con fluorocromosijdtikien solucién Perm /Washa 4°C

y lavadas 2 veces con buffer de lavado. Finaimigecélulas fueron resuspendidas en

buffer de adquisicion.
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Tincion con TMRE: Determinacion del potencial de transmembrana noitaicial (Aym)
Para evaluar la pérdida del potencial de transmamabmitocondrial, se utilizé un
colorante catidnico lipofilico altamente fluoresteen tetrametil-rodamina etil ester
(TMRE), ya que su retencion en las células depeetienantenimiento del potenci&iym
(Farkas y col., 1989; Jayaraman, 2005; Ricci y, @03). Los LiB fueron cultivados por
18 horas en las diferentes condiciones de cultivego fueron resuspendidos en buffer
HEPES con 50nM de TMRE y se incubaron por 30 mewo37°C. Las células se
analizaron por citometria de flujo en base a lartscencia detectada en el canal FL2 (585

nm).

Marcacion para determinar la incorporacion de Broraeoxi-uridina

Para determinar la proliferacion celuiar vivo, células peritoneales de animales, a los
cuales durante 5 dias se les dio Bromo-deoxi-waidim el agua de beber, fueron obtenidas.
Luego, las células fueron tefiidas en su superfiggelas mediante incubacién con solucién
CytoFix/CytoPerm" (BD Bioscience) por 30 minutos a 4°C y permeahiless mediante
un lavado con Perm /WaSh (BD Bioscience). Posteriormente, las células foero
resuspendidas en buffer CytoPerm Plus (BD Bioselepor 10 minutos a 4°C y lavadas
con Perm /WasHt'. Una nueva fijacién de las células fue realizadaihando las mismas
con CytoFix/CytoPerf! por 5 minutos a 4°C, seguido de un lavado comRP&/ast™.

A continuacién, la Bromo-deoxi-uridina que se inmod al ADN fue expuesta a través del
tratamiento de las células con DNAsa (30 ug/tuBd) Bioscience) durante 1 hora a 37°C.
Luego de lavar las células con Perm /WHstas ueron mismas incubadas con un Ac que

reconoce especificamente la Bromo-deoxi-uridinarcado con FITC (BD Bioscience)
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diluido en Perm /WasH. Finalmente las células fueron lavadas con PermsHN vy
resuspendidas en buffer de adquisicion.

En todos los casos entre 10000 y BxEventos fueron adquiridos en un citémetro defluj
FACSCanto Il (BD Bioscience) y los datos fueronlaaaos mediante el software Flowjo

5.7.2 (TreeStar)

4. Cultivo celular

Los LiB purificados fueron cultivados a una dendide 2x16 células/ml en medio RPMI
completo (conteniendo 10% SBF, 2 mM L-glutamirau$ 2-mercaptoetanol y 40 ug/ml

gentamicina) durante 48 horas con los siguierggmalos:

Estimulo Concentracion Marca

Anti-p 7,5 ug/ml Jackson Laboratories
Anti-CD40 5 ug/ml eBioscience

BAFF 150 ng/mli Axxora

CpG-ODN 2 ug/ml Operon Technologies
IL-4 25 ng/ml Peprotech

LPS 10 ug/mi Sigma
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5. Induccién de apoptosis

Para inducir apoptosis mediada por FcgammaRlib, L#h purificados ex vivo o
previamente estimulados, el entrecruzamiento dmpter FcgammaRlIlb con anticuerpos
anti-FcgammaRll/1ll fijados o adosados a una sugertle poliestireno fue realizado. Para
ello, placas de 96 pocillos fueron sensibilizadas en Ac estéril anti FcgammaRll/Ill (20
ug/ml) (BD Bioscience) diluido en PBS, o con PB%oscomo control. Luego de una
incubacion de 15-20 horas a 4°C, la placa se lamdRBS estéril, y en diferentes pocillos
las distintas poblaciones celulares fueron colosaBara inducir la apoptosis via Fas, a
pocillos sin sensibilizar se les agregé un Ac dstrti Fas (7,5 ug/ml clon Jo2 (BD
Bioscience). En dichas condiciones las célulasofueultivadas durante 18 horas a 37°C

5% CQ.

6. ELISA

Para la determinacién de Acs IgM e IgG especificostra fosfatidilcolina, placas de
poliestireno de 96 pocillos (Costar) fueron setigdilas con 4 ug/pocillo de
Dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) (Sigma-Aldrichgn n-hexano durante 2 horas a 37°C.
El DPPC fue preparado a una concentracion de 1 heyintloroformo y después fue
disuelto a la concentracion deseada, en n-hexambe @estacar que la cantidad de
cloroformo restante en la dilucion final de DPPQvgrima, ya que este reactivo dafia las
placas de poliestireno. Posteriormente las plasar®ih lavadas con PBS y bloqueadas con
PBS conteniendo leche descremada al 5% (solucidodeeo) durante 1 hora a 37°C.
Luego los sueros, obtenidos de los animales deriex@etacion, fueron sembrados en los
pocillos en diluciones seriadas realizadas enllecEm de bloqueo e incubados durante 15-

20 horas a 4°C. Las placas fueron nuevamente lavada PBS e incubadas con
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anticuerpos anti IgM o anti IgG marcados con PO@r{&-Aldrich) diluidos en solucién
de bloqueo, durante 1 hora a 37°C. A continuacériagsdé con PBS y finalmente la
reaccion fue revelada agregando 3,3,5,5 tetrareatiidina (TMB) (Dako, Dinamarca) y
fue detenida afiadiendo,$0, IN. La densidad optica (DO) a 450 nm fue medidairen
lector de ELISA (Microplate-Reader 450, BioRad).tHllo de Acs anti-fosfatidilcolina
(anti-PtC) fue definido como la mayor dilucion delero en la cual la DO a 450 nm fue 2
veces mayor que la densidad 6ptica del blanco deci@n. Los resultados obtenidos

fueron expresados como oYy titulo.

. ELISPOT

Para evaluar la frecuencia de células productoealgM y de IgG, placas de 96 pocillos
(Millipore) fueron pre-sensibilizadas con etanol 26% en agua MiliQ durante 15
segundos, y lavadas 3 veces con PBS estéril. Liasgplacas fueron sensibilizadas con
Acs especificos contra IgM e IgG (Southern Bioteghihcubadas durante 15-20 horas a
4°C. Las placas fueron lavadas y bloqueadas comor®MI 1640 completo (conteniendo
10% SBF, 2 mM L-glutamina, 50 uM 2-mercaptoetandD ug/ml gentamicina) durante
por lo menos 2 horas a 37°C. Posteriormente, Iatintiis poblaciones celulares
previamente obtenidas por “sorting celular” fuenecubadas durante 18 horas a 37°C 5%
CO,. Seguidamente las placas fueron lavadas con PB®emM20 0,01% (liquido de
lavado), e incubadas con Acs marcados con biotigargconocen epitopes distintos a los
reconocidos en IgM e IgG por los Acs de sensililiza Luego de una incubaciéon de 2
horas a 37°C, las placas fueron lavadas con liqulidolavado e incubadas con
estreptavidina marcada con Fosfatasa Alcalina deirdd minutos a T° ambiente. A

continuacion las placas fueron lavadas con liqdieldavado y un ultimo lavado con PBS.
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Finalmente la reaccion fue revelada agregando Bwd-cloro-3-Indolfosfato y nitroazul
de tetrazolio (BCIP-NBT) (Sigma-Aldrich). Luego 8eminutos las placas fueron lavadas
con agua corriente fria. Los spots o puntos fuemrados en un estereoscopio o lupa. Los
resultados fueron informados como numero de cépraductoras de IgM o IgG (numero

de puntos) por cada millén de células B.

8. Obtencion de lisados celulares

Las distintas muestras celulares, fueron lisadagliante buffer RIPA (modified
radioimmunoprecipitation buffer) (Igepal CA-630 1®eoxicolato de Sodio 0,5%, SDS
0,1%, PBS 1X) suplementado con un coctel de idbileis de proteasas (20ul/ml de RIPA)
(Sigma-Aldrich) durante 30 minutos en hielo. El moladante obtenido luego de 10
minutos de centrifugacion a 13000 rpm, que contias@roteinas totales, fue conservado a

-20°C hasta su uso.

9. Determinacién de proteinas

La concentracion de proteinas fue estimada porétbao de Bradford (Bradford M. M.

1976 ) utilizando el reactivo BioRad Protein Ass&gB fue utilizada como estandar.

10.SDS-PAGE vy Western Blot

Cantidades iguales de proteinas correspondiertsslisados celulares fueron sometidas a

electroforesis en geles de poliacrilamida con SIEB®»S-PAGE) en un aparato de
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electroforesis Miniprotean Il (BioRad) segun iadicaciones de Laemmli UK (Laemmli

y col., 1970). Brevemente las muestras fueron desalezadas mediante tratamiento con
calor en presencia de SDS 1% y 2-Mercaptoetanol 2ynMego sometidas a separaciéon
electroforética usando geles de poliacrilamid&%l(para concentracion de la muestra) y
entre el 10 y 15% (para separacion de proteinagjcddores de amplio rango de peso
molecular (BenchMark™ Prestained Protein Laddeyjtdlogen) fueron sembrados en
paralelo. Posteriormente las proteinas separada®nfutransferidas a membranas de
nitrocelulosa (TransBlot®, BioRad) utilizando ebpwcolo descripto por Towbin (Towbin

y col., 1979). Luego de bloguear 1 hora a T° antbieson PBS conteniendo leche
descremada al 5%, las membranas de nitrocelul@arfuncubadas con los respectivos
Acs primarios durante 18 hs a 4°C. A continuacesrhembranas fueron lavadas 3 veces
de 5 minutos con PBS-Tween 20 0,05% e incubad4sh@ra a T° ambiente con el
correspondiente Ac secundario marcado con POD.d.dkeg5 lavados de 5 minutos con
PBS-Tween 20 0,05%, la reaccidén fue revelada cawtik® quimioluminiscente ECL
(Western Blot Chemiluminiscence Reagent, NEN LifgieBce Technologies, EEUU)
seguido de la exposicion de 3-10 minutos sobreapleadiogréaficas (Kodak).

Para controlar la carga proteica las membranasriuavadas abundantemente con PBS y
luego incubadas a 37°C con agitacion con strippiaffer (2-mercaptoetanol, SDS 2%,
Tris-HCI 0,05M) durante 30 minutos. Luego las meanlas fueron lavadas con PBS-
Tween 20 0,05% y los niveles deactina fueron determinados por Western Blot,

utilizando un Ac primario especifico para esta @irtd.
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11.Obtencién de ARN

El ARN total fue extraido utilizando el reactivo [EBI™ (Life Technologies) (1 ml para
1x10 células) segun la recomendacion del fabricantev@nente, las muestras tratadas
con TRIzol fueron separadas utilizando 0,2 ml daodbrmo por cada ml de TRIzol.
Posteriormente, el ARN presente en la fase acugsariecipitado con 0,5 ml de alcohol
isopropilico. Finalmente el ARN fue lavado con elaal 75%, y resuspendido en 20 ul de

agua tratada con DEPC (dietilpirocarbonato, intubribonucleasas).

12.Retro-transcripcidon reversa

La sintesis de la cadena de ADN complementario (&D#querida para la amplificacion
por PCR fue realizada utilizando reactivos de PganédMadison, WI, EEUU).
Brevemente, una mezcla de reaccion con 2 ug de RN (templado), 0,8 ug de primer
de oligo(dt) 18 y agua deionizada libre de riboaashs hasta un volumen final de 20 ul
fue preparada en hielo. La mezcla fue incubadeépoinutos a 70°C y enfriada en hielo.
Luego, los siguientes componentes: 6 ul de buféerediccion 5X (250 mM Tris-HCI pH:
8,3, 375 mM KCI, 15 mM MgGl| 50 mM DTT), 30 U del inhibidor de ribonucleasasyl

de una mezcla de dNTP 10 mM, y 60 U de la enzimastriptasa reversa, M-MLV RT
(Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcrip)asieron agregados. La mezcla fue
incubada durante 1 hora a 37°C. Finalmente, lact@adue detenida calentando a 70°C

por 10 minutos.
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13.Reaccidn en cadena de la polimerasa en tiempo real

La cuantificacion relativa del ADNc fue realizaddativa a la cantidad de la enzima Hprt
(Hipoxantina-guanina fosforribosil transferasa). s tubos de reaccion, junto con
Universal PCR master mix, (Applied Biosystem), mimy probes especificos para Hprt o
primers y probes especificos para fcgr2b (gen w#és) y ADNc de la muestra a analizar
fueron agregados, en un volumen final de 15 ultd ks probes para Hprt como las probes
para fcgr2b, fueron marcadas con FAM (6-carboxitgoeina) como fluoréforo y con
TMRA (tetrametilrodamina) como colorante quenciper, el fabricante. Cabe destacar que
solo se dispone del nimero de identificacion deplimers y probes para ambos genes,
Unico dato provisto por el fabricante (Applied Bistem). Fcgr2b: Mn00438875_m1, Hprt:
Mn00446968 m1.

La reaccion de PCR fue ejecutada en un instrunpare PCR multiple en tiempo real ABI
7500 (Perkin-Elmer Applied Biosystems, EEUU)

Las reacciones fueron realizadas por duplicadcs yctandiciones de reaccion empleadas
fueron las siguientes: 50°C por 2 minutos, 1 ci®@B;C, 10 minutos, 1 ciclo; 95°C, 15
segundos, 45 ciclos, 60°C, 1 minuto, 1 ciclo. Lartificacion relativa de ADNc fue
realizada fijando arbitrariamente un punto dentdalfase logaritmica de la reaccion en
cadena para Hprt y el gen fcgr2b, de esta mahetareero de ciclos necesarios para llegar
a este punto, denominandose comdue determinado.

La diferencia entre el@el gen cuantificado y la Hprt (deltg) @e calculada y la cantidad

relativa del gen fcgr2b fue calculada conf5™“t.
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14. Tratamientos in vivo

Tratamiento con bromo-deoxi-uridina

Para evaluar la proliferacién de LiBib vivo, a ratones salvajes (WT) y a ratones
deficientes en FcgammaRllb, se les di6 bromo-daadgina (Sigma-Aldrich) en el agua de

beber, durante 5 dias consecutivos (0,8 mg/ml brdewxi-uridina, 1% sacarosa). Luego
los lavados peritoneales de dichos animales fuelntenidos y la incorporacion de bromo-

deoxi-uridina en el ADN de los LiB1 peritonealesg fieterminada.

Tratamiento con CpG-ODN

Para evaluar los cambios en la expresion de Fcg&timan vivo, ratones WT y ratones

BAFF-Tg, fueron inyectados por via intra-peritoneah 30 ug de CpG-ODN (Operon,
Technologies). Ratones de ambos grupos inyectado®BS 1X estéril, formaron parte de
los grupos controles. A las 72 horas de realizadanyeccion, los animales fueron
sacrificados y los bazos y los lavados peritonehleson obtenidos para posteriormente
analizar, por citometria de flujo, la expresion #&egammaRlIlb en las distintas

subpoblaciones de LiB.

Transferencia adoptiva de LiB1

Para evaluar la sobrevida de LiB1 de animales swaFcgammaRIib in vivo, animales
deficientes en LiB y LiT (NOD-SCID) fueron inyectal por via intraperitoneal con una
mezcla (50%-50%) de LiB1 provenientes de animak@sages y FcgammaRIb (10

células totales). Para poder diferenciar a estagpdblaciones celulares, las mismas fueron
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tefiidas con eFluor-670 (5 uM eBioscience), o coBE fcarboxi-fluorescein-succinilmidil
éster 5 uM) antes de ser inyectadas. A los 20dHagalizada la transferencia las células
peritoneales de los animales inyectados fueromal#e y luego analizadas por citometria

de flujo.

ANALISIS ESTADISTICO

Todos los analisis estadisticos, fueron realizagediante el Test t de Student, utilizando el
software Graph Pad version 4. Fue considerada csignificativa toda diferencia que

arrojara un valor de p<0,05.
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