SVERSIDAD NACIONAL AUTONOWA 5 WSS
b4

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
FACULTAD DE MEDICINA
BIOMEDICINA

POTENCIAL AUTORREACTIVO DE CELULAS B INDUCIDAS POR IgY DE
PALOMA, UN MODELO DE RUPTURA DE TOLERANCIA RELACIONADA CON
NEUMONITIS POR HIPERSENSIBILIDAD

TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
DOCTOR EN CIENCIAS BIOLOGICAS

PRESENTA:
ARANDA URIBE IVAN SAMMIR

TUTOR PRINCIPAL DE TESIS: M. EN C. ERASMO MARTINEZ CORDERO
FACULTAD DE MEDICINA, UNAM

COMITE TUTOR: DR. ENRIQUE ORTEGA SOTO
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNAM,

DR. KAREN MANOUTCHARIAN AIRAPETYAN
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNAM,

MEXICO, CD. MX. FEBRERO, 2018


Veronica
Texto escrito a máquina
QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:

Veronica
Texto escrito a máquina

Veronica
Texto escrito a máquina


e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, sera exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.






SVERSIDAD NACIONAL AUTONOWA 5 WSS
b4

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
FACULTAD DE MEDICINA
BIOMEDICINA

POTENCIAL AUTORREACTIVO DE CELULAS B INDUCIDAS POR IgY DE
PALOMA, UN MODELO DE RUPTURA DE TOLERANCIA RELACIONADA CON
NEUMONITIS POR HIPERSENSIBILIDAD

TESIS

DOCTOR EN CIENCIAS BIOLOGICAS

PRESENTA:
ARANDA URIBE IVAN SAMMIR

TUTOR PRINCIPAL DE TESIS: M. EN C. ERASMO MARTINEZ CORDERO
FACULTAD DE MEDICINA, UNAM

COMITE TUTOR: DR. ENRIQUE ORTEGA SOTO
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNAM,

DR. KAREN MANOUTCHARIAN AIRAPETYAN
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNAM,

MEXICO, CD. MX. FEBRERO, 2018.



UN 1\"1 T\% COORDINACION
lt‘.‘

POSGR/ATDO %

Ciencias Biologicas

Lic. lvonne Ramirez Wence
Directora General de Administracion Escolar, UNAM
Presente

Me permito informar a usted que el Subcomité de Biologia Experimental y Biomedicina del
Posgrado en Ciencias Biologicas, en su sesion ordinaria del dia 06 de noviembre de 2017, aprobd
el siguiente jurado para la presentacion del examen para obtener el grado de DOCTOR EN
CIENCIAS del alumno ARANDA URIBE IVAN SAMMIR, con numero de cuenta 300340356, con la
tesis titulada “POTENCIAL AUTORREACTIVO DE CELULAS B INDUCIDAS POR lg¥Y DE
PALOMA, UN MODELO DE RUPTURA DE TOLERANCIA RELACIONADA CON NEUMONITIS
POR HIPERSENSIBILIDAD", realizada bajo la direccion del M. EN C. ERASMO MARTINEZ
CORDERO:

Presidente:  DRA. CLARA INES ESPITIA PINZON

Vocal: DR. JOSE ALVARO AGUILAR SETIEN

Secretario: DR. ENRIQUE ORTEGA SOTO

Suplente: MED. CIR. LUIS GUILLERMO LLORENTE PETERS
Suplente: DR. KAREN MANOUTCHARIAN AIRAPETIAN

Sin otro particular, me es grato enviarle un cordial saludo.

ATENTAME'NTE "
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Cd. Universitaria, Cd, Mx., a 22 de enero de 2018

DR. ADOLFO GERARDO WAVARRO SIGUENZA COORDINACION
COORDINADOR PEL PROGRAMA

Unidad de Posgrado - Coordinacion del Posgrado en Ciencias Biologicas Edificio D, ler. Piso, Circuito de Posgrados Cd. Universitaria
Delegacion Coyoacan C.F. 04510 México, D.F. Tel. 5623 7002 hrp://pcbiol posgrado.unam.mx



AGRADECIMIENTOS

Al Posgrado en Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM) por

aceptarme como estudiante de Doctorado.

Al CONACYyT por la beca otorgada para realizar mis estudios de Doctorado

Al Comité Tutor:

M. en C. Erasmo Martinez Cordero por sus comentarios durante mi formacion.

Dr. Enrique Ortega Soto, por su invaluable apoyo en la elaboracion del manuscrito publicado,

comentarios y sugerencias durante mi formacion.

Dr. Karen Manoutcharian Airapetian por el punto de vista critico durante mis evaluaciones,

comentarios y sugerencias durante mi formacion.



AGRADECIMIENTOS

Ala nueva familia que Dios me ha regalado, Evelyn y Sammir. Evelyn gracias por compartir conmigo y

dejarme escucharte.

A la familia que ha estado en diversos momentos de mi vida. Mi papa Benito Aranda por escucharme
e inculcarme propdsitos en la vida. Mi mama por demostrar tenacidad ante la vida. Mi hermana

Yazmin por ser mi compaiiera en desvelos anhelados y también en las pesadillas.



INDICE

L RESUMEN..........c st s s s s e s e e e s p e 1
2. ABSTRACT ...ttt a e s e s a e st a s s s A b a e e a s a e s 3
3. INTRODUCCION........ccoocoeeeeeeeeesseesessessssssesssssessssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssesssssssees 4
3.1. TOLERANCIA INMUNOLOGICA..........oueererererecssssssssssssesssssssssssssssssassssssssssssssssssssnsssssssssssssnsssses 4
MECANISMOS DE TOLERANCIA CENTRAL........cvuesessesssssesssssesssssssssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 4
DELECION CLONAL DE LT......uvucusssescssssessssssessssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssessssssssssssss ssssssssnsssassnssssnsnees 4
DELECION CLONAL DE LB.......cueucussessssesesssssssssssssssssssssssssesssnssssssssnsssssssssssssssssssssssssnsnssssesssssassssssasssssssnsns 5
EDICION DEL RECEPTOR........ccuesuessssesesssssnsssssesssssssssssssessssesssnssessssssssssssssnssssssssssssssssssssssnsssssssssnsnsassnsneans 7
3.2 MECANISMOS DE TOLERANCIA PERIFERICA..........ceereurueessesssssessssssesssssssssssssssssessssssessassssssassnsanes 8
ANERGIA.........ccureecsseesssssesssssssssessssssessssssssssssssssssssssnsss s snsssasssssenssesssnssesssssssssssssssssssssnssesssnsnsansnens 8
LTANERGICOS. .....cucuessssesssesessssssssssessssssssssssssssssassssssssssssasssssssssssessasss s ssnssssssssssssssnsnsssssssssassnssansssssassnss 8
LB ANERGICOS.....cveuesressssssssnsssssesssssssssssssssss sassssssssssssssssessssssssssssssss s asasssasssasnssanssssassnssassnsnsssensssnsnnnes 9
CELULAS T REGULADORAS.........cvoreureuressnesessesssssessessessssssessessesssessessessssssessesssssssssessessesssessessessssaseanes 10
3.3 AUTOINMUNIDAD.......ccceisuisursamssnssussassssssassssssssssssssssssssssssssssssnssssssssasssnssssssssssssassssssassassssssassansnns 12
PROCESOS DE LA RESPUESTA INMUNE INNATA EN LA AUTOINMUNIDAD..........cccovureueureresssreseasssessssasensass 12
PROCESOS DE LA RESPUESTA INMUNE ADAPTATIVA EN LA AUTOINMUNIDAD..........cccreururerearesessaraseseans 14
3.4 MECANISMOS PROPUESTOS PARA LA INDUCCION DE AUTOINMUNIDAD..........ooeevecenreesnenane 15
ACTIVACION POLICLONAL.........ce.cueeueeuscsesessessessesssssesssssssssssssssssessessessessessssssesssssesssssssssssssssesssnssansans 15
MIMETISMO MOLECULAR..........ceueururerearasessasasessssesessasessssssessasessasssessasssessassssssssensssssesssssessasasessasensas 16
COMPLEJOS INMUNES (ICS/CICS)....ceeurereursreressssessssssesssssessssssssssesssssesssssssssssssessssssssssssssssssssssssssans 17
3.5 AUTOANTICUERPOS..........ccreirectrserrses s e s s e s s s sessasms s ssn e sssn e e smesasmssassmnsasn e eesmnessnsnessnsnssnnens 19

LB AUTORREACTIVOS........cccouiummminnminnnissnssssnsisssssnsss s sssssssssssssss snsssssasss snsnssnssnssssnssssns snsansnssnssnnnsnnsannans 19



FORMACION DE AUTOANTICUERPOS...........cvureureuessnessessessessesssessessssssessessessssasessessessseasessessesasessessesanes 20

FACTOR REUMATOIDE (AUTOANTICUERPOS anti-Fcy) Y POSIBLES ANTIGENOS.............coeeeessesneesssennncs 21
3.6 AUTOINMUNIDAD Y NEUMONITIS POR HIPERSENSIBILIDAD ASOCIADA A PALOMAS...........conversenneees 23
LY .ovvureeesussresessssesessassesessassesessaseesessase RS sse e R R R AR AR AR R AR R R AR AR SRR AR R R AR AR R AR R AR 25
4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION........ooovooreeeeeeeeeeeeemeeennneneeneen 27
B.HIPOTESIS..........ooeee ettt sa e s e asa s s ssa e s asa e s se e st se s e aa s nanens 28
6. OBJETIVO GENERAL...............ooeeeeeeecrerecseree s ssae s aseessase s sasesssasessasesessasanessasanessasenes 28
7. OBJETIVOS SECUNDARIODS.............o oo sesssraeeseessssesesesessssssssssasessssssasasasssssensseas 28
8. METODOLOGIA........ccccceerersessveresssseessssssssssessssssssessssssssessssssssssssssssessssssssssssssssssessssseses 29
8.1 PURIFICACION Y ANALISIS DE I8Y........oooneerresnneessesesssssesssssssesssssssssssssssssssssssssassssssasnssssssnses 29
8.2 ESQUEMA DE INMUNIZACION EN MURINOS BALB/C........eervurneeerseseessasmsssssssssssssssssssasssssssanns 29
8.3 ESQUEMA DE INMUNIZACION INTRA-TRAQUEAL..........cvvereesrassenessssessssasnssssssssssassssssassessssanes 29
8.4 ESQUEMA SUBCUTANEOQ A DE INMUNIZACION..........ovevvuereersseeeessssnesssssssssssssssssssssessssssesssses 30
8.5 ESQUEMA SUBCUTANEO B DE INMUNIZACION...........coveereereereeesseesesssssesesssssssssssssssassssssens 31
8.6 DEPLECION CON ANTICUERPO MONOCLONAL ANTI-CD25...........comverrueenessssnenssssresssssssssssasness 31
8.7 ELISA.....oveoeesveereeesssssesessssessssssssessssssessssasessssassesssasssssssassesssbassesessass e base s asses s e ssasnssssasne 33
8.8 IDENTIFICACION DE ANTICUERPOS IgM E IgG ANTI-IZY Y ANTI-FCY....vvoeervernessseneesssssnsessannecs 33
8.9 IDENTIFICACION DE CELULAS TFES........cuueeueesrersserssesresssesssesssssssssesssesssessssssesssessesssessesssssssans 33
8.10 ANALISIS ESTADISTICO..........cvvurneeesssseesssssessssssesssssssesssssssessssssessssssnsssssssssssssssssssassesessassessssssnecs 34
9. RESULTADOS..........oooeeeccrerernrere e sss e e ssssasase e s s s ssass s s s e ssasa e se s s ssasasasasanensssssasananen 34

9.1 CARACTERIZACION DE LA IY........ooververeessusnsesssssesssssssssssssssesssssesssssssssssnsssassssssssesssssssssanessssnass 34



9.2 PRODUCCION DE ANTICUERPOS ANTI-IgY EN CEPA BALB/c INMUNIZADOS INTRA-

TRAQUEALMENTE ....ooveeeeeeeeeeeesessessessessessessesssssesessessessessessessessessessessesssessessessessessessessessensseessessens 35
9.3 RESPUESTA HUMORAL EN CEPA BALB/c TRATADOS CON EL ESQUEMA A DE INMUNIZACION

SUBCUTANEA .....oooeeeeeeeseeeeseeseesasessesessesssseasesssseassseasessssessessssessasessesssesssesssessssessesessessseasseeasessases 36
9.4 RESPUESTA HUMORAL EN CEPA BALB/c TRATADOS CON EL ESQUEMA B DE INMUNIZACION

SUBCUTANEA..........coceeeeeeseesseeseseasessssessesssseasssessessssessssssessasesseseasessasessasessesssesssssssessssessessssessaseaes 37
ANTICUERPOS IZG.......ocooeiiiiiiiiiiiiiiieiinnisessssssssssssssssssssssssssssssnssssssssssnssnsssnnssnnsssmssssssssssssssnsssssssnsnnnnnnns 37
ANTICUERPO IBM...........ooeeie et iis s s ns s sss s s e s s s s s s s s s s s s s s s s e a s s ansssssssssmsssmmsmmmssmmssssssssssssssmssnns 39

9.5 PARTICIPACION DE LAS CELULAS T REGULADORAS EN MURINOS BALB/ ¢ INMUNIZADOS CON

IBY DE PALOMA...........coueueeeuearessesssessessssssessessessessessessessssssessesssessessesssssnessessessssasessessessssanessessessnsanes 40
PROPORCION DE CELULAS CD4+.......ocuueececuesessesessessessessessessessssssssssssssssessessessessessessessessessassssensenss 40
PROPORCION DE CELULAS CD8¥.......cueueeceeusesesesessessesssssssssssssssssssessessessessessessessessessssssssssssresesenns 41
PROPORCION DE CELULAS CD4+CD25+ ......cuureueuessnessessessssssessessesssessesssssssssessessssssessessessssssessessesanes 42
PROPORCION DE Foxp3+ EN LA POBLACION CD4+CD25.........cceereesessesssssessessessssssessesssssessessessssasens 43
9.6 DEPLECION MEDIANTE ANTICUERPO MONOCLONAL ANTI-CD25 CLONA PCB1..........cnervenenes 45

9.7 RESPUESTA HUMORAL POSTERIOR A LA DEPLECION CON EL ANTICUERPO ANTI-CD25 EN

TRES PUNTOS DEL MODELO DE PRODUCCION DE 18G ANTI-FCy.....coerecrce e e 46
PERIODO DE EVALUACION DE NIVEL DE ANTICUERPOS DE LA SEMANA 7 A 9.......coovueucurenenneaneaseassssees 46
PERIODO DE EVALUACION DE NIVEL DE ANTICUERPOS DE LA SEMANA 11 A 13........cueurmennenressersnesnesens 47
PERIODO DE EVALUACION DE NIVEL DE ANTICUERPOS DE LA SEMANA 16 A 19........coecureuemrenrennensenaens 49

COMPARACION ENTRE EL NIVEL DE AUTOANTICUERPO IgG ANTI-FCy EN DOS FASES EXPERIMENTALES
EMPLEANDO EL ESQUEMA DE INMUNIZACION B.........c.ccueurenrenrenrensssssssssssessessessessessensasssssssssssssssessens 51

COMPARACION DE LA FRECUENCIA DE FOXP3+ EN LA POBLACION CD4+CD25+ EN DOS FASES
EXPERIMENTALES BAJO EL ESQUEMA DE INMUNIZACION B..........ccoeuureuerreunesnessesssessessessesssessessessesanes 52

y (0 C e D (1 T 53



11. CONCLUSIONES.............coorimirrinrersssnsss s ssssssss s ssssssssssssssssseas 62

12, PERSPECTIVAS..........oooeeeeeerecc st sessse st sesssesesssssses s s s e sesssas e s s sas e e sas s s sssasassesssassssesnnes 63
13. LITERATURA CITADAL ...t s es e sas s e sssssssss e s sasss e s ses s s s ss s e b s sassensseses 64
Y| 25 76

ARTICULO REQUISITO. ......ooooeooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesssssssssessssssssseseesessssssmsmsssssesssssessesesssssssmmmessesese 76



RESUMEN

ANTECEDENTES. En modelos experimentales y enfermedades autoinmunes la presencia del
autoanticuerpo IgG anti-Fcy refleja el curso e intensidad de la respuesta inmune. Es interesante que
en neumonitis por hipersensibilidad (NH) asociada a palomas se haya reportado un incremento de
IgG anti-Fcy. Por otro lado, la disminucion de la poblacion de las células T reguladoras (Treg
CD4+CD25+Foxp3+) esta asociada a mecanismos de ruptura de tolerancia, como el incremento en
el nivel de IgG anti-Fcy. Sin embargo, aun no se ha explorado el papel de las Treg en NH asociada
a la exposicion a palomas y su influencia en la produccién de IgG anti-Fcy. Hasta hoy, se
desconoce el antigeno que activa las células B productoras de IgG anti-Fcy. Por ello evaluamos si el
antigeno IgY de paloma que tiene una similitud con la 1gG, tiene la capacidad de inducir una
respuesta humoral a la region Fc de inmunoglobulina G.

OBJETIVO. Desarrollar un modelo de produccion de IgG anti-Fcy en la cepa BALB/c, al inducir
ruptura de tolerancia a la region Fcy de inmunoglobulina mediante la inmunizacién de IgY de

paloma.

METODO. Se purifico IgY proveniente de huevo de paloma (Columba livia) y se determind su
integridad y pureza mediante SDS-PAGE. La IgY se emple6 en tres esquemas de inmunizacion: 1)
via intratraqueal con administracién semanal de IgY en solucidn salina durante 22 semanas, Il) via
subcutanea con esquema A, que consiste en la administracion semanal de IgY emulsificado con
adyuvante de Freund durante 22 semanas y Ill) via subcutanea con esquema B que consiste en la
administracion semanal de IgY emulsificada con adyuvante de Freund durante las tres primeras
inmunizaciones y las siguientes inmunizaciones Unicamente IgY en PBS. Mediante ELISA fue
evaluada el nivel de IgG anti-IgY e 1gG anti-Fcy en el plasma de ratones de la cepa BALBI/c
inmunizados. Posteriormente, en un grupo de ratones tratados con el esquema de inmunizacién B,
se evalu6 mediante citometria de flujo la frecuencia de las células Treg. Para corroborar la
asociacion entre las células Treg y la produccion de IgG anti-Fcy, fue administrado el anticuerpo
monoclonal anti-CD25 clona PC61 en tres etapas de la cinética de 1gG anti-Fcy. Posteriormente fue
evaluada la respuesta humoral mediante ELISA. La disminucion de la poblacion de células Treg fue

verificada mediante citometria de flujo.

RESULTADOS. En el caso de la inmunizacion por mucosas, el nivel de IgG anti-Fcy apenas fue
significativo durante una semana (p=0.05). En cambio, con el esquema subcutaneo A, desde la 72
semana la 1gG anti-Fcy se increment6 gradualmente (p<0.003). Mientras que bajo el esquema B se

produjo una abrupta produccion de IgG anti-Fcy en la 18* semana (p=0.028). Adicionalmente, el

1



grupo experimental inmunizado con el esquema B mostrd una disminucién en la poblacion
CD4+CD25+Foxp3+ en las primeras semanas (p<0.0080), para finalmente alcanzar valores
normales a partir de la 182 semana. Para corroborar la asociacion entre el nivel de IgG anti-Fcy y las
células Treg, se depleto esta poblacion en tres etapas de la cinética de IgG anti-Fcy.
Sorpresivamente, el nivel del autoanticuerpo fue similar en el grupo experimental depletado y no
depletado (p>0.05).

CONCLUSIONES. Nuestro modelo constituye una herramienta Gtil para el estudio de los mecanismos
asociados a la ruptura de tolerancia de la region Fcy. A su vez, esto sugiere que la IgY es un
antigeno con la capacidad de activar directa/indirectamente la poblacion de células B autorreactivas
productoras de 1gG anti-Fcy. Ademas, los resultados sugieren una compleja participacion de un
grupo heterogéneo de células Treg y otras células reguladoras en términos funcionales.



ABSTRACT

BACKGROUND. The presence of 1gG anti-Fcy autoantibody may mirror the course and intensity of
the immune response. In relation to hypersensitivity pneumonitis related with pigeon, it has been
reported an increase of 1gG anti-Fcy. On the other hand, the decrease of regulatory T cells is
associated with mechanisms of breakage of immune tolerance, it and also has been studied in
hypersensitivity pneumonitis. However, the role of Treg in NH related with pigeon and their
participation during the production of IgG anti-Fcy has not been described. Until now, the antigen
with the capacity to activate B cells for production of 1gG anti-Fcy is unknown. Hence, we
evaluated if the antigen pigeon IgY have the capacity to induce the humoral response against the
region Fcy. OBJECTIVE. To develop a model of production of IgG anti-Fcy in the murine BALB/c,
by administration of pigeon IgY. The main goal is promote the breakage immune tolerance to
region Fc of immunoglobulin G. METHODS. The antigen pigeon IgY was purified from egg pigeon
and was evaluated for integrity and purity using SDS-PAGE. The pigeon IgY antigen was
inoculated into mice BALB/c using three different immunization schemes, and the level of 19G
anti-gY and IgG anti-Fcy was evaluated using ELISA in each case. After that, solely to group of
mice immunized with the scheme B (mice were inoculated with IgY emulsified with Freund’s
adjuvant in 3 of 22 immnizations) the frequency of Tregs was evaluated using flow cytometry.
Furthermore, the association between the frequency of Treg and the level of 1gG anti-Fcy was
corroborated employing the administration of the monoclonal anti-CD25 antibody clone PC61.
After that, the humoral response was evaluated using ELISA and the frequency of Tregs was
measured by flow cytometry. RESULTS. The immunization via mucoses promoted a low production
of 1gG anti-Fcy during one week (p=0.05). In contrast, the produccion of IgG anti-Fcy gradually
increased from the 7™ week (p<0.003) with the scheme of immunization A. Using the scheme
immunization B a sharply increasing of 1gG anti-Fcy was produced in the 18th week (p=0.028).
Moreover, the experimental group immunized with the scheme B, showed a decrease in the
population of Treg cells during the first weeks of the experimental phase. Finally, we studied the
association between the frequency of Treg and the level of IgG anti-Fcy. Unexpectedly, the
experimental group depleted did not show a differences with respect to experimental group without
depletion (p>0.05). CONCLUSIONS. Our model is useful tool to study the mechanisms associated
with the breakage immuneof tolerance to the Fc region of immunoglobulin G. This suggests that the
IgY pigeon is an antigen with capacity to activate autoreactive B cells. The results suggest a

complex participation of heterogeneous group of Treg.



INTRODUCCION

TOLERANCIA INMUNOLOGICA

El sistema inmune de los vertebrados consta de un conjunto de procesos fisioldgicos cuyo objetivo
es proteger al hospedero de los diversos agentes extrafios. Para ello ha desarrollado la capacidad de
reconocer los elementos propios y no inducir los mecanismos celulares y moleculares de
eliminacion sobre las poblaciones celulares propias [1, 2]. Este conjunto de procesos se denomina
tolerancia inmunoldgica y esta dividido en dos ramas: tolerancia central que es realizada en los
organos linfoides primarios y la tolerancia periférica que se lleva a cabo en circulacion y 6rganos
linfoides secundarios. Una de las funciones de la tolerancia inmunoldgica es la regulacion del
sistema inmune ya que se encarga de modular la respuesta al suprimir la respuesta efectora de las

células autorreactivas mediante moléculas y/o células efectoras [3].
MECANISMOS DE TOLERANCIA CENTRAL

La tolerancia central es un proceso altamente especifico que tiene lugar en el timo y la médula 6sea
y consiste en tres procesos: delecion clonal, edicion del receptor y anergia. Estos se desarrollan por
primera vez durante la etapa fetal en la hematopoyesis, posterior a la formacion de los progenitores
linfoides comunes de células B y células T [3, 4]. Aunque, las células T y B se originan durante la
hematopoyesis en la médula dsea solamente el LB (Linfocitos B/célula B) termina su maduracion
en este 6rgano linfoide primario, mientras que los LT (Linfocitos T/célula T) migran y completan su

desarrollo en el timo [2, 5-7]

DELECION CLONAL DE LT

Los mecanismos de induccién de la tolerancia central inician con la formacion del TCR (T cell
receptor), para dar paso a dos fases importantes la seleccion positiva y la seleccién negativa [7, 8].
La fase de seleccion positiva se desarrolla en la corteza del timo y consiste en la seleccién de la
poblacién de células T cuyo TCR es capaz de reconocer con intermedia o baja afinidad al complejo
péptido propio-MHC (complejo mayor de histocompatibilidad; MHC) que es presentado por células
epiteliales timicas corticales (cortical thymic epitelial cells; cTEC). Las cTEC se distinguen de otras
células presentadoras de antigeno (antigen presenting cell; APC) por usar principalmente a la
catepsina-L, mientras que las APC de médula 6sea y las células medulares timicas (mTECS) usan
catepsina-S para la degradacion de CD74, la deficiencia de catepsina L produce una disminucion en

la frecuencia de timocitos CD4+ [8-11]. Otro factor caracteristico de las cTECs, es que expresan la



subunidad B5t en su timoproteosoma, su deficiencia resulta en la disminuciéon de timocitos

positivos Unicos CD8+ [10].

Luego de que el timocito CD4+ o CD8+, ha superado la seleccion positiva hay una segunda fase de
depuracion denominada seleccion negativa que constituye el evento principal en la delecién clonal.
En este evento hay apoptosis de la poblacion de células doble positivas o timocito CD4+ o CD8+
cuyo TCR reconoce con alta afinidad al péptido propio (autoantigeno) [12]. La presentacion de los
antigenos es realizado por cTECs en la zona cortical, mientras que en la zona medular es realizada
por mTECs y células dendriticas (DC) [13, 14]. Lo anterior, ha producido controversia acerca del
sitio donde son eliminadas los LT, ya que en los diversos modelos para explorar el proceso de
eliminacion clonal se inducen mecanismos particulares y por consecuencia microambientes que
bien pueden favorecer la participacion de un grupo de células o moléculas involucradas en la

eliminacion clonal y por ende extrapolar su aportacion [8, 14].

Por ejemplo, se ha reportado que en la corteza del timo el proceso de apoptosis de las células doble
positivas mediado por Bim, es inducido primordialmente por DCs [15, 16]. Ademas, se ha descrito
que la inactivacion de las proteinas apoptoticas Bim y Nur77 pueden rescatar de la delecion clonal a
LT autorreactivos [16-18]. Sin embargo, en los modelos de murinos transgénicos Bcl-2 y Bcl-2
BH3 utilizados para inducir la inactivacion de Bim el fenotipo autoinmune es diferente [18]. El
fenotipo autoinmune del modelo transgénico Bcl2-BH3 es més agresivo ya que hay mayor
inflamacidn, infiltracion de linfocitos en 6rganos no linfoides, auto-anticuerpos y una mayor
poblacion de LT CD4+ con la capacidad de expresar IFN-y; respecto al murino transgénico Bcl-2 e
individuos control. Sin embargo, los murinos transgénicos Bcl-2 BH3, pueden alcanzar una
sobrevida de 1 afio, lo que sugiere que otros mecanismos de la tolerancia central y periférica son
factores elementales para contener efectos autoinmunes patoldgicos. En este sentido, es interesante

gue en el modelo Bcl-2 BH3, haya incremento de poblaciones de células Treg (T reguladoras) [18].

DELECION CLONAL DE LB

Las células B experimentan eliminacion clonal y el proceso cuenta con caracteristicas distintivas
respecto a las células T. La mé&s evidente es que la seleccion positiva y negativa de los LB son
eventos que tienen lugar en la médula dsea [19-21]. En el caso de la seleccion positiva existen dos
posturas, una indica que la célula B no tiene un evento de seleccion positiva como el que
experimentan los LT, ya que solamente la formacion del pre-BCR, permite la maduracion del LB
[19]. Sin embargo, una estrategia podria dar evidencias de que existe una seleccién positivaen LBy

que incluso ocurre en ausencia de un antigeno, ya que es viable el desarrollo del LB sin la presencia



de la cadena pesada y cadena ligera del BCR. En un modelo de activacion, se disefio la proteina
recombinante MAHB, que posee la region citoplasmatica de las moléculas coestimuladoras Iga e
IgB (CD79a/CD79b). Las glicoproteinas CD79a y CD79b, tienen un motivo ITAM que permite la
sefializacion via Lck. Cuando se estudio6 el desarrollo del LB en médula 6sea en cepas de ratones
incapaces de ensamblar el pre-BCR, pero que expresaban MAHB (CD79a/CD79b) se observd que

las células continuaban con su desarrollo [22].

A pesar de que no se ha definido el sitio donde se realiza la seleccidn positiva ha sido viable realizar
algunas exploraciones. Utilizando murinos deficientes (S1P3+/-) y con knockout en el receptor
S1P3 (SIP3-/-) se determinaron algunas caracteristicas de los microambientes de poblaciones de
células B en diversas etapas de su desarrollo. Por ejemplo, en el caso de las células B inmaduras
autorreactivas a pesar de expresar el receptor SIP3 no mostraron quimiotaxis a S1P (esfingosina-1-
fosfato), lo que podria estar asociado a la especificidad del receptor por su antigeno. Ademas, se
demostré que el receptor S1P3 promueve la migracion de LB en transicion (B220*1gM*1gD™?) a la
estructura de los sinusoides de la médula dsea. La propuesta relevante de este trabajo fue que S1P3
dirige a los LB inmaduros no autorreactivos a la estructura de los sinusoides, es decir, un
microambiente en la médula dsea que es importante para su desarrollo antes de que los LB egresen

de la médula 6sea [23].

Respecto al nicho en que tiene lugar la seleccidn negativa y las células participantes en este proceso
se han realizado inferencias a partir de diversas evidencias experimentales. Por ejemplo, en modelo
murino inmunizado intraperitonealmente con la globina de gallina acoplado al hapteno-(4-hidroxi-
3-nitrofenilo)-acetilo se observé la presencia de LB en centros germinales con fenotipo
1gG""CD38"". Ademas, los LB 1gG""'CD38"" expresaron mas RNAm de Bcl-xL, Bcl-6 y Fas,
respecto a los LB de memoria (IgG+CD38+), sugiriendo que la eliminacion clonal se realiza
mediante la via Fas-FasL y confirmando que el fenotipo CD38"" son propias de células B de

centros germinales (centros germinales; GC) [24].

Una cuestion intrigante es que célula induce la muerte del LB, [25-27] de acuerdo al trabajo
realizado por el grupo de Vinuesa, se ha observado que en las zonas adjuntas a los centrocitos de los
centros germinales hay Ty (LT cooperadoras foliculares; Tgy), que expresan Fas-L. Ademas, en las
zonas adjuntas los LB procesan y presentan el antigeno en el contexto del MHC-II a las Try, a la
vez que las Tgy sintetizan IL-4 e IL-21. Eventualmente, estas citocinas podrian favorecer la

maduracion de los LB posterior a la seleccion negativa ejercida por 10s Tgy.



Igualmente, se ha descrito una asociacion entre la eliminacion de FDC (células dendriticas
foliculares, FDC) y la disminucién de células B autorreactivos en los centros germinales de los
ganglios linfaticos secundarios y terciarios, lo que implica que las FDC probablemente inducen
apoptosis durante la seleccion negativa a células B [25-27]. Aunque, estos hallazgos no se han
demostrado en médula 6sea; no se puede descartar la participacion de Tgy en el establecimiento de
la tolerancia central. Ya que se ha reportado la presencia de Try en médula dsea e incluso el

incremento de su proporcion en enfermedades autoinmunes [28].

Por otro lado, se considera que el LB al tener mayor diversidad de su receptor (BCR), que esta dada
por recombinacion de los segmentos génicos V(D)J e hipermutacion somatica y contar con una
menor restriccion del reconocimiento de un antigeno; presentan un mayor nudmero clonas
autorreactivas que escapan de la seleccion negativa respecto a las células T [29]. También se ha
sugerido, que es innecesaria la expresion del gen AIRE en células de la médula 6sea, pero poco se
sabe de los antigenos propios que son requeridos para el reconocimiento por el BCR [20].

EDICION DEL RECEPTOR

Un mecanismo exclusivo de LB es la edicidn del receptor, se sugiere que entre 25-50% de los LB
experimentan este evento [30]. Posterior a que el LB inmaduro ha tenido el encuentro con el
autoantigeno pueden pasar 1 6 2 dias para que sufra apoptosis. En este intervalo de tiempo los genes
activadores de RAG son transcritos, y aquellos LB que presenten una alta afinidad por el
autoantigeno tienen la oportunidad de reemplazar la cadena ligera (IgL) original por otra IgL que
expresa un primer rearreglo de los segmentos génicos V/J. Si posterior a la edicién del receptor el
BCR ya no presenta una alta afinidad por el antigeno propio, el LB continla con su proceso de
desarrollo. Se han realizado diversos reportes que han develado mas informacién acerca de este

mecanismo [31-33], aqui presentamos dos puntos interesantes de este mecanismo [30, 31]:

a) En la edicion del receptor es factible que el rearreglo de los segmentos génicos sea
realizado en la cadena pesada (IgH), lo que tiene un significado poco claro ya que una de
las ventajas de la edicién del receptor es tratar de no perder el gasto energético invertido en
tratar de tener una IgH funcional [30], ya que de esta manera con solo modificar a la IgL se
obtiene mayor diversidad al crear una especificidad adicional.

b) En muchas ocasiones parece que edicion del receptor en LB, puede ser sinénimo de
exclusion alélica. Exclusion alélica es el resultado posterior a la edicion del receptor en el
que los LB expresan sélo un tipo de BCR, es decir todos los BCR presentes en la membrana

estan constituidos por el mismo tipo de IgH e IgL (“una célula-un anticuerpo”). Sin



embargo, se ha demostrado que aproximadamente el 10% de los LB maduros expresan dos
cadenas de Igk, es decir; “una célula B-dos anticuerpos” [(31)]. Este evento definido como
inclusion alélica, es la presencia de mas de un rearreglo de una IgH con una IgL de tipo “A”
o una de tipo “B” [30, 31]. Consecuentemente, la inclusion alélica est4 asociado a LB
autorreactivos. La edicion del receptor al representar una competencia de las IgLs por
ensamblarse con la IgH, existird un punto en el que las células que ya tienen menos BCRs
con una menor afinidad por el auto-antigeno se les permita continuar con su desarrollo

escabulléndose de la seleccion negativa [30].
MECANISMOS DE TOLERANCIA PERIFERICA
ANERGIA

Este concepto describe un estado funcional de silenciamiento, que fue primordialmente descrito en
células B pero que igualmente las células T presentan (Figura A-a). En ambos casos las poblaciones
celulares proliferan pobremente ante estimulos mitogénicos. En el caso de los LB in vivo hay una
baja produccion de anticuerpos en presencia de mitégeno y antigeno, hay una reduccién del 90-95%
de IgM pero no de IgD. En condiciones in vitro, la estimulacién de las células B en ausencia de
células T, se produce un estado anergico, esta condicion es reversible bajo una interaccién del BCR

e interaccién con la célula T [34-36].

En el caso de las células T, in vitro ha sido descrito que la estimulacién del TCR en ausencia de la
segunda sefial (coestimuladora) resulta en una nula respuesta. In vivo, cuando el autoantigeno es
localizado en el timo las células T reactivas pueden presentar un estado anérgico ante una
subsecuente exposicién al antigeno, en este caso la poblacion de células T en estado silente es
incapaz de producir IL-2 y proliferar bajo la sefial de moléculas coestimuladoras y del antigeno
[34, 37].

La anergia, es un evento que al igual que la delecién clonal inicia durante la etapa fetal. Sin
embargo, el efecto en una fase madura del individuo es notorio ya que este proceso puede
desarrollarse en circulacién y en érganos linfoides secundarios, porque representa un estado silente

de la poblacion de células que emergieron de la médula 6sea.

LT ANERGICOS

El LT anérgico ha sido explorado mediante diversos modelos experimentales in vitro con la
estimulacion del TCR mediante agonista en ausencia de una APC, estimulacion mediante anti-CD3,

tratamiento de ionomicina seguido de cultivo en alta densidad y coestimulacion con anti-CTLA-4
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[38]. En modelos in vivo, también se ha explorado la anergia, por ejemplo; en murino transgénico
inmunizado con antigenos peptidicos solubles, cuyas células son transferidas a un individuo
singenico al que posterior a 24 horas se inmuniza con el antigeno [37]. En todos estos modelos se
produce un estado de hipo-respuesta promovido por la presentacion de antigenos en condiciones de
activacion sub-0ptima, resultando en una ineficiente sefializacion via TCR, baja produccion de IL-2,
IL-3 y de proliferacion.

Sin embargo, se ha planteado que tolerancia adoptiva o anergia in vivo presenta ciertas diferencias
respecto a lo observado cuanto este proceso es estudiado en condiciones in vitro. La tolerancia
adoptiva es un subestado de anergia en que las células estimuladas por un antigeno de manera
constante son incapaces de producir todas las citocinas con excepcién de 1L-10 [34, 37], puede ser
revertido por la estimulacion de CD25 y/o CD134 [39]. En el caso de la tolerancia adoptiva el
blogueo de los estimulos del TCR es a nivel de Zap-70 de la molécula de andamiaje LAT y respecto

a la sefializacion downstream no es requerido Fyn [35].

LB ANERGICOS

Mediante modelos transgénicos a-HELtgHELtg y ArsAl, se ha propuesto que las células B
CD93'CD23*IgM™  representan una poblacién anérgica [45, 36]. Una caracteristica de esta
poblacion de células B autorreactivas, es presentar un incremento en la expresion de los genes Egr2,
Nab2 y Nrgn. Cada uno de los factores de transcripcién tienen un papel asociado a la sefializacion
mediada por calcio; Egr2 induce un incremento de calcio intracelular, Nab2 funge como un
regulador, y Nrgn participa en la sefializacion dependiente de Ca’+ intracelular [36]. Al respecto,
probablemente puede estar asociado a la elevada concentracion basal de Ca’+ que presentan la
poblacién de células B autorreactivas, las cuales no presentan un incremento de Ca’+ posterior a la
estimulacidn [36]. Otra caracteristica importante es que las células B anérgicos tienen una sobrevida
(1-5 dias) menor respecto a LB convencionales (40 dias), necesitando de requerimientos mayores de
BAFF (Factor de activacion de LB) [36].

Respecto al sitio donde yacen los LB anérgicos, se ha reportado que experimentan exclusion
folicular, es decir al carecer de receptores quimiotacticos como CXCRS5, solo pueden alojarse en el
borde de los foliculos de los centros germinales en ganglios linfaticos secundarios [36] (Figura A-
c). Aunque, en modelos transgénicos los LB reactivos a sSDNA, parecen no mostrar ningun
problema para incorporarse a los foliculos [45, 36]. Tal vez esto dependa del grado de

autorreactividad que presentan.



Respecto a las vias de sefializacion en los LB anérgicos, se ha descrito que la expresiéon de
CD79a/CD79b es comparable a la poblacién de LB convencionales, aunque presentan inadecuada
activacion [36, 40]. Lo que puede estar asociado a desensibilizacién por una prolongada exposicion
al antigeno y una inefectiva agregacion del complejo BCR [41]. En cuanto a las vias de activacion
de NF-kB y JNK son blogueadas pero la fosforilacién de ERK es normal, aungue se ha reportado
una sobre-expresion Erk [36, 42]. La via de sefializacion calcio/calcineurina esta dafiado, pero es lo
bastante funcional para utilizar NF-AT para mantener la posibilidad de inducir un programa de

regulacion negativo [35].
CELULAS T REGULADORAS

Las células reguladoras estan conformadas por diversas poblaciones como LB CD19+CD5+, LT
CD8+CD25+ y LT CD4+CD25+FoxP3+ [43-45]. Pero, el prototipo de célula reguladora es el LT
CD4+CD25+FoxP3+ (Treg) que ha sido identificada en murinos y en humanos sanos [46]. Se han
determinado Treg naturales que tienen su origen en timo y Treg inducidas o adaptativas, que se
encuentran en circulacion y que posterior a un estimulo expresan CD25, siendo ese momento
cuando desarrollan su funcion supresora [46, 47]. Precisamente CD25 es un receptor de activacion y
al igual que otros receptores utilizados para identificar células Treg como CD122 (IL-2BR), CTLA-
4, GITR, LFA-1 y LFA-3; son expresados transitoriamente previa activacion, dificultando el
analisis de la poblacion de células Treg [48].

Las Treg para realizar su funcién reguladora necesitan migrar a los tejidos inflamados, sitios
infectados y tumores. Por ello expresan receptores de homing, de adhesion y de quimiocinas;
basicamente similares al perfil de células T efectoras. En ganglios linfaticos la mayoria de las
células Treg (80%) son FoxP3+ y expresan CCR7 en altos niveles, mientras las células T FoxP3-
expresan ligeramente mas CCR4, CCR6, CXCR4 y CXCR5 [49].

Una caracteristica interesante de las células Treg es que necesitan de una concentracion de
antigeno 10 a 100 mas baja para activarse respecto a LT naive y LT autorreactivos [50], lo que
concuerda, con los registros in vivo donde se muestra un estado de hipo-proliferacion continuo
presuntamente dado por el reconocimiento del antigeno propio y de microorganismos comensales.
Lo que esta asociado a que las células Treg puedan suprimir la funcion de otros LT, sin importar si
estas comparten especificidad por el Ag [50]. En cuanto a los mecanismos utilizados para inducir

supresion podemos mencionar:

Produccion de citocinas. Sintetizan citocinas inhibitorias como: 1L-10, TGF— e IL-35 [50-52].
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Mecanismos de apoptosis. Durante la interaccion célula-célula utiliza moléculas citoliticas como

granzima A/B y perforina a través de TRAIL-DRS5 induciendo apoptosis [50].

Perturbacion directa de las rutas metabdlicas. Realizan transferencia de AMPc a través de uniones
gap. EI AMPc inhibe la produccion de IL-2 en consecuencia la proliferacién. Las Treg, suprimen la
expresion de CD80/CD86 sobre APC estimuladas por la enzima 2,3-dioxigenasa, esta cataboliza el

triptéfano en “kynurenines” un metabolito altamente toxico [50].

Moléculas inhibidoras. CTLA-4 actla sobre el motivo YMNM en los residuos 170-173 de CD28,
esta region se caracteriza por unirse a PI3K, Grb2 y Gads. LAG-3 es otra proteina inhibidora de la

maduracion de DC asociada a la unién con MHC-II. [52, 53].

CD39 y CD73 son 5-ectonucleotidasas, ectoenzimas que catalizan la generacion de adenosina
pericelular liberando una sefial negativa a las células efectoras por interaccion con el receptor A2A

de adenosina al incrementar AMPc del LT blanco [50].

Competencia de IL-2. El uso del receptor CD25 para competir por IL-2 local, la cual es requerida
para la sobrevida de diversas células [47] (Figura A-b).
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Figura A. Mecanismos de tolerancia periférica a) anergia, b) supresion mediado por células T reguladoras y c) exclusion

folicular
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AUTOINMUNIDAD

Cuando el sistema inmune monta el conjunto de procesos moleculares y celulares contra elementos
propios (autoantigenos), hay un proceso de autoinmunidad. Esto implica el reconocimiento de los
autoantigenos (por el TCR y el BCR) y la eventual activacion de la poblacion de las células T
autorreactivas y las células B autorreactivas. Los procesos autorreactivos participan en el
establecimiento de la tolerancia central. Sin embargo, la autorreactividad suele asociarse con una

condicion fisiopatologica denominada enfermedad autoinmune [3, 54].

Las enfermedades autoinmunes tienen un caracter multifactorial ya que diversos factores causales
como: predisposicion genética, condiciones ambientales, factores hormonales, infeccidn por agentes
patégenos y factores nocivos (tabaco, inhalacién de agentes quimicos) pueden promover una
reaccion autorreactiva al autoantigeno blanco y eventualmente dafio al tejido. Cuando los
autoantigenos se encuentran en tejidos de un o6rgano especifico la fisiopatologia se denomina
enfermedad autoinmune 6rgano especifica, en el caso de que los autoantigenos se encuentren en

diversos érganos se denomina enfermedad autoinmune sistémica [55-58].

El caracter multifactorial de la autoinmunidad, ha implicado que su estudio tenga que ser abordado
desde diversas perspectivas. Sin embargo, ha sido posible establecer una serie de caracteristicas que
comparten este grupo de fisiopatologias, como son la participacion de elementos de la inmunidad
innata como los receptores de reconocimiento de patrones (PRR) como los receptores tipo Toll [59];
las células presentadoras de antigeno [60], incremento de cuerpos apoptoticos [61] , asi como

elementos de la inmunidad adaptativa como incremento en el nivel diversos autoanticuerpos [62].

PROCESOS DE LA INMUNIDAD INNATA ASOCIADOS A LA AUTOINMUNIDAD

En las enfermedades autoinmunes existen diversos agentes etioldgicos, que pueden promover la
activacion de las poblaciones autorreactivas de LT y LB [63, 64]. Sin embargo, la activacion de las
poblaciones autorreactivas no constituyen un proceso trivial (menor), ya que en condiciones
fisiologicas los mecanismos de tolerancia periférica mantienen en estado de anergia a los linfocitos
autorreactivos que se encuentran en circulaciéon [65]. Aun asi, se ha reportado en sujetos sanos y
cepas murinas la presencia de autoanticuerpos en circulacién, denominados autoanticuerpos
naturales. Algunos autores sugieren que este grupo de autoanticuerpos son principalmente de clase
IgM y de perfil polirreactivo, neutralizan agentes patégenos al reconocer patrones moleculares

asociados a patégenos (PAMPS) y presentan ligera a mediana afinidad a los autoantigenos [66, 67].
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Sin embargo, en un momento de la interaccion con un agente patégeno, los anticuerpos
polirrectivos pueden reconocer epitopes similares localizados en un antigeno y/o en un
autoantigeno. Generando un evento de reaccion cruzada y la produccion de autoanticuerpo con
mayor reactividad a un autoantigeno, como en el caso de los anticuerpos anti-DNA y anti-RNA
[68, 69].

En el ejemplo anterior ha sido brevemente descrito el desarrollo de un proceso autoinmune. En
general, la autoinmunidad al igual que en la respuesta inmune “convencional” inicia con la
activacion de la respuesta inmune innata [70], y subyacente a estos mecanismos se promueve la
respuesta inmune adaptativa con ello la activacion de la poblacion de LT y LB autorreactivos. En
este contexto mencionaremos algunos elementos de la inmunidad innata y su papel en la induccién

de autorreactividad:

a) Los mecanismos subyacentes de la respuesta inmune innata promueven la respuesta inmune
adaptativa. En el que al menos tres elementos participan: 1) la activacién de células
presentadoras de antigeno [71, 72]. Por ejemplo, los macrofagos y las células dendriticas
inicialmente participan en la via innata mediante el proceso de fagocitosis o endocitosis
para, 2) la eventual produccion de citocinas proinflamatorias [73] y 3) la participacion de
receptores de reconocimiento de patrones (Receptores de reconocimiento de patrones;
PRR) como los TLR (Toll like receptor, receptores tipo Toll) que constituyen parte del
fenotipo de las poblaciones de células de la inmunidad innata (macréfagos, DC) y de la
inmunidad adaptativa como los LT y LB [59, 74, 75].

b) La activaciéon de la poblacion de células autorreactivas de LT y LB, no necesariamente
implica patologia. Ya que se ha descrito que la produccién de autoanticuerpos “naturales”
(IgM polirreactivos) que permiten la homeostasis al reconocer PAMPs y autoantigenos
[76, 77]. Aunque, interesantemente algunos reportes han descrito la produccidn transitoria
de autoanticuerpos como los de tipo factor reumatoide de clase IgM e IgG en condiciones
fisioldgicas, previo al desarrollo de enfermedades reumaticas o de perfil autoinmune [78,
79]. Los elevados niveles de anticuerpos establecen condiciones que permiten la formacion
de ICs los cuales pueden a su vez activar el sistema del complemento promoviendo la
depuracion de estos complejos en condiciones fisiolégicas o bien un microambiente
inflamatorio en el que hay dafio celular y de tejido en condiciones fisiopatoldgicas [75, 80—
82].
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PROCESOS DE LA RESPUESTA INMUNE ADAPTATIVA EN LA AUTOINMUNIDAD

La poblacion de células presentadoras de antigeno (APCs), representan un puente entre la
inmunidad innata y la inmunidad adaptativa. En el caso de las DCs y los macrofagos, como primera
linea de defensa eliminan a los agentes patdgenos mediante el proceso de fagocitosis y/o
endocitosis. Esto implica el reconocimiento de los patrones moleculares asociados a patdgenos
(PAMPs) mediante los receptores de reconocimiento de patrones [83, 84]. En el contexto de la
autoinmunidad en pacientes y en diversos modelos experimentales, se ha reportado que las APCs
tras la liberacion de neoantigenos/antigenos cripticos junto con la exposicion crénica se promueven
la activacion de LT y LB autorreactivos (Figura B). En general, el ADN y el ARN, junto con otros
antigenos nucleares y cuerpos apoptéticos son los principales blancos en este tipo de reacciones
autoinmunes [11, 69, 85-87].
ANTIGENO

CRIPTICO
(SECUESTRADO)

Figura B. Mecanismos de ruptura de tolerancia liberacion de antigenos cripticos

Una de las condiciones que favorecen una mayor exposicion de los autoantigenos a las APCs, es el
incremento en la formacion de NETSs (redes extracelulares de neutréfilos). A la vez se favorece una
exposicion més prolongada de antigenos como ADN y ARN bacterianos, lo que puede llevar a un
proceso de mimetismo molecular y reaccion cruzada por parte de anticuerpos reactivos [88, 89].
También, se ha identificado en pacientes con diabetes tipo | y en la cepa murina NOD, una
poblacién de DCs denominada merocitica con fenotipo CD11+CD11b-/" productoras de IFN-a/b,
IL-12 e IL10, cuyo organelo merosoma al ser menos &cido favorece que los antigenos sean
procesados lentamente. Dicha condicion favorece una exposicion gradual y prolongada, esta

condicion podria activar la poblacion de linfocitos autorreactivos [72].
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Otra via alterna en el que la participacion de las APCs puede generar una respuesta autoinmune es
la falla en los mecanismos de apoptosis en la propia APC. Por ejemplo en un modelo transgénico en
el que el mecanismo de apoptosis fue selectivamente inhibida en DCs se observo un incremento en
el que la deplecién de la poblacién de DCs CD11high y pDC promueven hipergammaglobunemia y
un incremento en el fenotipo Thly Th17.

Por otro lado, la participacién de las APC conlleva a la activacién de las células T y eventualmente
la generacion de la memoria inmunoldgica. Esto implica la estimulacion de las células T naive, las
cuales se diferencian en células T efectoras, células residentes de memoria y de memoria central.
Por lo que, la exposicion del antigeno secundario expande clonas que ayudaran a una respuesta
inmediata. En el caso de condiciones autorreactivas la poblacion de células T autorreactivas
promueven la activacion de las células B autorreactivas [90]. Por ejemplo, las células T foliculares
promueven la diferenciacion a células plasmaticas de vida larga en los centros germinales o de vida
corta en las zonas extrafoliculares. Por otro lado, se ha descrito que en términos generales las
células Thl y Th17 promueven un ambiente proinflamatorio mediante la secrecién de citocinas
como IL-6, IFN-y e IL-17, que pueden promover la quimiotaxis y diferenciacion de los neutrofilos.
Sin embargo, las interacciones que pueden establecerse son mas complejas. Por ejemplo, las células
Th2 efectoras generalmente estan asociadas a la activacion de una respuesta humoral y su
participacién en eventos autorreactivos se excluye, se ha demostrado su intervencion mediante

transferencia adoptiva en un modelo murino de artritis reumatoide [91, 92].

MECANISMOS PROPUESTOS PARA LA INDUCCION DE AUTOINMUNIDAD
ACTIVACION POLICLONAL

La activacion policlonal consiste en la estimulacion de diversas clonas de LB promovida por un
agente infeccioso como los virus (Epstein Bar) y/o bacterias [93, 94] (Figura C). Por ejemplo, los
LPS (lipopolisacaridos) antigenos presentes en la membrana de bacterias gram-negativas
promueven la activacion de poblaciones de linfocitos autorreactivos [86, 95]. Una ruta inicia
cuando las células presentadoras de antigeno reconocen y presentan via MHC al antigeno (como el
LPS) a la clona de LT autorreactiva estimulando a los LB autorreactivos con ello la produccién de

autoanticuerpos [86].

Otra alternativa, es la estimulacion directa de los LB autorreactivos mediante el reconocimiento de
PAMPs (LPS, DNA y RNA bacteriano) via TLR4 (reconocimiento de LPS), TLR7 y TLR9
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(reconocimiento de DNA y RNA, proveniente de cromatina); y con ello la produccién de
autoanticuerpos como el factor reumatoide. Ademas, el LB tiene la capacidad de procesar y
presentar antigenos via MHC y activar a la clona de LT autorreactivos promoviendo la produccion
de autoanticuerpos [96, 97].

ACTIVACION
POLICLONAL

Qo

Figura C. Mecanismos de ruptura de tolerancia activacién policlonal

MIMETISMO MOLECULAR

Una de las explicaciones al desarrollo de la autoinmunidad, es que estas son favorecidas en un
evento de mimetismo molecular. Este evento se suscita cuando los antigenos y los antigenos
propios (autoantigenos) presentan una similitud estructural (Figura D). Diversos reportes en
enfermedades infecciosas y parasitosis sugieren que la reaccion cruzada entre antigenos y
autoantigenos estd asociada al desarrollo de una patologia autoinmune. Por ejemplo, hay una
asociacion de enfermedades reumaticas del corazon previo a una infeccion Streptococcus spp. o
Trypanosoma cruzi. En el caso de esclerosis maltiple posterior a la infeccién viral, en la artritis de

Lyme posterior a la infeccion con Coxsackie virus [98, 99].

Hay dos explicaciones del porque hay una similitud entre epitopes provenientes del hospedero y un
agente infeccioso. Una de ellas es que las biomoléculas comparten un origen filogenético y en
consecuencia también una similitud estructural y funcional. Una segunda explicacion es que el
mimetismo molecular forma un factor de virulencia mas de los agentes microbianos. Por lo tanto los
microorganismos han desarrollado esta estrategia para evitar ser reconocidos y eliminados por el

sistema inmune.

Una via por la cual el mimetismo molecular puede ser inducido es mediante la autoantigenésis, en

la cual tras una modificacion prostransduccional en el que hay una alteracion en la estructura y la
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funcidn biol6gica de una proteina. Por ejemplo, en artritis reumatoide hay citrulinacion de proteinas
como la fibrina y colagena. Ademas es factible que en condiciones como inflamacion crénica se
produzca modificaciones postransduccionales generando méas blancos para los diversos tipos de
clonas de linfocitos autorreactivos. Por ejemplo, durante la apoptosis y la NETosis pueden
contribuir en las modificaciones postransduccionales al ofrecer un nuevo microambientes de perfil
“fisiopatolégico”, sumada a un mayor tiempo de exposicion de los autoantigenos provenientes de
los cuerpos apoptoticos. El que haya semejanzas entre los epitopes de antigenos y autoantigenos,
favorece la autorreactividad, activacion de LB y LT autorreactivos, esto es suficiente para inducir
autoinmunidad [100].

MIMETISMO MOLECULAR
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Figura D. Mecanismos de ruptura de tolerancia mimetismo molecular

COMPLEJOS INMUNES (ICs/CICs)

Uno de los elementos de la respuesta humoral son los complejos ICs o CICs, que se forman tras la
unién de un anticuerpo a un antigeno soluble (CICs) o celular (ICs), en condiciones fisioldgicas la
formacion de estos complejos permiten inactivar y destruir moléculas y/o células extrafas.
Ejemplos de estos procesos son la activacion del complemento, induccion de la fagocitosis y la
apoptosis celular dependiente de anticuerpos. En general, la formacién de IC inicia con la
produccion de anticuerpo reactivo a cualquier antigeno, su eliminacién es asociada a CR1 presente

en eritrocitos y proteinas del complemento como C1q, C4b, C3b y C3b1. Los eritrocitos transportan
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a través del sistema circulatorio los ICs, hasta llevarlos al higado y bazo, en este punto el sistema

monocito-fagocitico se encarga de la depuracion de los ICs [101].

Sin embargo, en patologias crénicas los eritrocitos pueden favorecer un incremento en el nivel de
los ICs promoviendo su acumulacion en células endoteliales en rifibn y vasos sanguineos. La
prevalencia del antigeno promueve la acumulacién de IC, la cual dispara la activacion de diversas
poblaciones celulares como las pDC que producen citocinas generando un microambiente
proinflamatorio, la activacion de células T efectoras e incremento de anticuerpo tras la activacion de
LB. Paraddjicamente, los ICs promueven que el complemento, fagocitosis y apoptosis celular
dependiente de anticuerpo, dafien células inocuas y tejido [102, 101].

Un factor causal de la produccion de ICs, es la presencia de antigenos como los
nucleosomas/DNA/CpG no metiladas que al ser reconocidas por el TLR9 disparan una fuerte
activacion de las clonas de LB autorreactivos. Por lo anterior, una condicién permisiva de la
formacion de ICs es la activacion de LB autorreactivos que eventualmente produciran
autoanticuerpos. A su vez, los continuos y elevados niveles de anticuerpo/autoanticuerpo generan
la formacion de ICs. Eventualmente, este microambiente promueve la sintesis de IFN-y y una
respuesta efectora tipo “Th1” y la promocion de LB que producen primordialmente anticuerpos de
de clase 1gG2a e 1gG3, cuya participacion y presencia ha sido frecuentemente descrita en
enfermedades por IC y condiciones autoinmunes [75]. Ademaés, la propia presencia de ICs
constituye una condicion permisiva de la produccidn de los autoanticuerpos tipo factor reumatoide,
es decir anticuerpos de clase IgM, IgA e IgG anti-Fcy (IgG anti-Fcy). La generacién de estos
anticuerpos puede deberse a que los ICs al ser procesados y presentados por las APCs activan una

poblacion de LT autorreactivos especificos a la region Fcy [103].

N/ N(/

N
NS

Complejos inmunes circulantes

Figura E. Mecanismos de ruptura de tolerancia formacion de complejos inmunes
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AUTOANTICUERPOS
LB AUTORREACTIVOS

Los linfocitos B autorreactivos son una poblacion celular que logré eludir los mecanismos de
eliminacion de la seleccion negativa, se estima que en circulacion representa el N% [63]. En
condiciones  fisioldgicas los LB autorreactivos con fenotipo CD5+ son productores de
autoanticuerpos polirreactivos de clase IgM que reconocen PAMPs y autoantigenos [104, 105]. En
el caso de los autoantigenos estos son eliminados mediante el sistema fagocito-monocito al
transportarlos al bazo. Ademas se ha identificado mediante ensayos in vitro que la poblacion de LB
autorreactivos 1gG+ de memoria provenientes de sujetos sanos producen autoanticuerpos
polirreactivos especificos a insulina, LPS y (ANASs); cuya frecuencia es del 22.7% y es menor

respecto a la producida (6.2%) por la poblacién de LB autorreactivos naive [106].

Por otro lado, en diversas fisiopatologias (enfermedades malignas y enfermedades infecciosas)
principalmente enfermedades autoinmunes y modelos experimentales se ha reportado la activacion
e incremento de LB autorreactivos. En este microambiente la poblacion de LB autorreactivos cursan
por una serie de procesos iniciando con el reconocimiento via BCR de los autoantigenos, cambio de
isotipo, hipermutacion somética y maduracion de la afinidad produciendo autoanticuerpos

monorreactivos [63, 107].

Otra caracteristica que podria permitir la identificacion de LB autorreactivos es la presencia de
receptores de sobrevida. Por ejemplo, en enfermedades autoinmunes como en el sindrome de
Sjogren, lupus eritematoso sistémico y artritis reumatoide se han encontrado en suero altas
concentraciones del ligando BAFF que es una proteina miembro de la superfamilia de TNF que
favorece el incremento y activacion de LB. En modelos experimentales han demostrado que BAFF
tiene un papel mas relevante en una etapa temprana de la ruptura de tolerancia que conlleva a la
autoinmunidad. Mientras que posterior al cambio de isotipo, la interaccién de LB con el LT es el

factor relevante en la ruptura de tolerancia y no el incremento de BAFF [108, 109].

Por lo anterior, es factible identificar las subpoblaciones autorreactivas mediante la frecuencia de
alguno de los tres receptores de BAFF (BR3, TACI y BCMA), la disminucién en la frecuencia de
receptores inhibitorios (CD22, CD32b) asi como la sobreexpresion de receptores de activacion
(como CD19, CD40) presentes en los LB. Por ejemplo, en los modelos transgénicos
AM14xMRL/lpr y AM14xActl-/- de artritis reumatoide se ha reportado que la poblacién de LB
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productoras de autoanticuerpos anti-nucleares y anti-Fcy expresan un fenotipo CD22°"CD44"" y
CD22"°"CD44+CD138+ respectivamente [110].

Ademas, se ha demostrado que elementos del sistema inmune innato como el complemento
participan en la ruptura de tolerancia de LB anérgicos [62]. Por ejemplo, en la cepa Ars1/Al al ser
estimulado con el complejo Ars-CCG-C3dg se activo la poblacion de LB anérgico via CD21.
Descartandose el papel del complejo BCR porque no hay cambios en la expresion de CD19, lo que
sugiere que no es necesaria la participacion de LT para inducir ruptura de tolerancia en LB
autorreactivos [96]. Sin embargo, como se demostrd en el modelo TKO después del cambio de
isotipo, la participacion del LT en la ruptura de tolerancia y establecimiento de la autoinmunidad
patoldgica es vital [111].

Formacion de Autoanticuerpos

En diversos modelos autoinmunes y en pacientes, se ha descrito la presencia de autoanticuerpos los
cuales suelen estar asociados al curso de una patologia o incluso aparecer y/o incrementar su nivel
previo al desarrollo de una enfermedad autoinmune. Ademas, es interesante que no solo durante el
desarrollo de una enfermedad autoinmune se produzcan o se incremente el nivel de autoanticuerpos.
Lo cual puede estar asociado a las diversas vias en las que se puede activar un poblacién de LB
autorreactivos como lo son: 1) la reaccion cruzada inducida via mimetismo molecular [98], 2)
activacién policlonal por agentes patdégenos [112], 3) continua y elevada exposicion de antigenos en
circulacion como cuando hay liberacion de antigenos cripticos o de cuerpos apoptéticos y 4)
aberraciones en los mecanismos encargados de establecer tolerancia central y periférica como la

poblacion de células T reguladoras [113].

En este sentido, los mecanismos mencionados pueden estar asociados a otro tipo de condiciones
patoldgicas como infeccidn, cancer o una predisposicién genética. Incluso la activacion de una
poblacién de LB autorreactivos productores de autoanticuerpos naturales que eventualmente
desarrollan hipermutacion somatica y afinidad de la maduracién, no implica el establecimiento de
una enfermedad autoinmune. Por ejemplo en el caso de la activacion policlonal puede generarse la
produccion transitoria de diversos autoanticuerpos como IgG anti-Fcy y anticuerpos reactivos a
PAMPs. Para luego incrementarse la produccion de un anticuerpo especifico a un antigeno el cual
mostrara un nivel mas elevado y continuo respecto a 1gG anti-Fcy. Este tipo de comportamiento ha
sido descrito en diversos estudios en los que posterior a la administracion de vacunas como el
toxoide tetanico se observd un desarrollo en la produccion de autoanticuerpo anti-1gG [78, 79, 114].

De manera similar en modelos experimentales, se ha reportado que la administracion de un antigeno
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promueve la produccién de autoanticuerpos. Por ejemplo, la administracion de fosforilcolina en

cepa BALB/c induce la produccién transitoria de anticuerpo anti-dsDNA.

Por otro lado, los autoanticuerpos pueden ser un reflejo de la presencia e intensidad de una
condicion autoinmune u otra patologia asociada a la produccién de autoanticuerpos. Por lo tanto, los
mecanismos y la cinética de los autoanticuerpos constituyen un marcador con un valor clinico que
pueden ser usados para predecir el desarrollo de una enfermedad. En el caso de modelos
experimentales y pacientes con una enfermedad establecida, los autoanticuerpos pueden constituir
una herramienta para clasificar una enfermedad. En el caso de la anemia perniciosa la presencia de
autoanticuerpos anti-H/K ATPasa puede ayudar a determinar si es una patologia autoinmune o no
autoinmune. En el caso de la artritis reumatoide en numerosos estudios se ha probado el valor
predictivo de los autoanticuerpos anti-Fcy, por ejemplo algunos reportes muestran la aparicion de
autoanticuerpos anti-citrulinados y de 1gG anti-Fcy, seis y cuatro afios antes del comienzo de las

manifestaciones clinicas [115-117].
Factor Reumatoide (autoanticuerpos anti-Fcy)

En el periodo de 1940 a 1960 diversos estudios describieron un anticuerpo con la propiedad de
reconocer los dominios y2 y y3 de la porcion Fc de 1gG. Previamente se habia descrito que estos
anticuerpos se encontraban en pacientes con cirrosis y bronquitis crénica. Pero estudios posteriores
mostraron una asociacion entre artritis reumatoide y la presencia de este autoanticuerpo, por ello a
los anticuerpos con reactividad a la porcion Fcy (autoanticuerpos anti-Fcy) se les denomino como
factor reumatoide. Sin embargo, la presencia de este autoanticuerpo ha sido reportado en
enfermedades autoinmunes, infecciones, condiciones malignas, administracion de vacunas (efecto
de adyuvante) (Tabla I) y en sujetos sanos, por lo que su funcién y participacion en cualquiera de

la condiciones mencionadas resulta complicado interpretar [95, 118, 119].

En este contexto, algunos estudios han sefialado que la poblacién de LB autorreactivos B1 con
fenotipo CD5+, son los productores de los autoanticuerpos naturales anti-Fcy de clase IgM, en
condiciones fisiologicas presentan ligera reactividad a PAMPs y mediana a Fcy, por ello son
conocidos como autoanticuerpos polirreactivos. Por lo que se ha sugerido que contribuyen en la
eliminacion de agentes patdgenos mediante el reconocimiento de PAMPSs o bien que participan en

la depuracion de anticuerpos 1gG participando en un proceso de homeostasis [120, 121].

Sin embargo, hay reportes que indican que el LB autorreactivo asociada a condiciones patoldgicas

produce principalmente IgG anti-Fcy (anticuerpo monorreactivo) y tiene un fenotipo CD5-. El
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receptor CD5 esté asociado a mecanismos de regulacidn negativa en LT como LB, esto sugiere dos
opciones: la clona de LB CD5+, sufre una aberracion disparando la produccién de IgG anti-Fcy y
con ello el inicio de mecanismos autoinmunes o bien la poblacién de LB autorreactiva asociada a
condiciones patoldgicas tiene un fenotipo CD5- [68, 77, 121]. En este sentido, los modelos
experimentales y las diferentes patologias indican que el surgimiento de una clona B autorreactiva y
por ende la produccién de autoanticuerpos anti-Fcy puede ser potenciada por alguno de los

procesos que mencionamaos a continuacion:

1) Activacion policlonal, los LB autorreactivos productores de 1gG anti-Fcy pueden ser
estimulados por el efecto mitégenico de los agentes infecciosos (EBV o de los adyuvantes
después de su reconocimiento via TLRs (TLR4, TLR9) al inducir una fuerte activacion
[93].

2) Induccion de una respuesta especifica a un neoantigeno derivado de una modificacion
postransduccional a nivel de glicosacaridos en la region Fcy. Por ejemplo, una deficiencia
en el contenido de galactosa en el dominio C3, desencadena la formacién de neoepitopes
[100, 122, 123].

3) Mimetismo anti-idiotipo, se ha sugerido que los anticuerpos anti-Fcy corresponden con la
imagen interna de proteinas bacterianas y herpes virus. De tal manera que hay mimetismo
en la region funcional al sitio de union Fcy [122]

4) Reaccion cruzada, se observado una asociacion entre la presencia de autoanticuerpos anti-
Fcy y previo a la respuesta humoral especifica a un antigeno de un agente infeccioso [78].

5) Formacion de complejos inmunes circulantes. Estudios han descrito que los productos
finales de la glicacién avanzada inducen su reconocimiento por anticuerpos y la eventual
formacion de complejos inmunes. Posterior a la formacion de ICs, estos son procesados y
presentados por las APCs a los LT autorreactivos [103, 122]. En este caso, las APCs

presentan epitopes para la region Fcg activando a la

En todos los mecanismos mencionados, hemos descrito que la activacion de LB autorreactivos
como un elemento fundamental para la produccién de autoanticuerpos anti-Fcy. Una via que puede
promover la produccién de IgG anti-Fcy tras a una exposicion prolongada de los antigenos es la
formacion de ICs. Por ejemplo, en condiciones crénicas como la infeccion o bien la repetida
exposicion a un agente quimico o condicién ambiental se generan anticuerpos que reconocen a
neoantigenos provenientes de cuerpos apoptoticos, células y tejidos dafiados. Promoviendo la

formacion de ICs que son procesados por APCs y que asociado al transcurso del tiempo se
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incrementa la probabilidad de que via MHC se presenten epitopes especificos a LT autorreactivos,

que eventualmente activaran LB productores de autoanticuerpos anti-1gG [57, 81, 103].

TABLA . Factores asociados a la produccion de autoanticuerpo IgG anti-Fcy

FACTOR ASOCIADO CLASE DE MODELO ENFERMEDAD AUTOR/
AUTOANTICUERPO  EXPERIMENTAL REFERENCIA
EBV IgM Pacientes Mononucleosis Henle, G., et al.
1979/(124)
DNA bacteriano metilado IgG 2a° Cepa transgénica Leadbetter et al.
AM14 RF 2002/(75)
LPS/Carbohidrato IgM Cepa C57/bl6 Enfermedad de Kujala, G. A. et
Lyme al. 1987/(125)
Plasmodium IgM Pacientes Malaria Hook, R. R. et al.
berghei/falciparum 2003./ Sansan, H.
2016./(126)(127)
Alcoholismo IgM/IgA BALB/c Alcoholismo Nowak, U. et al.
2007.(128)
Tabaquismo IgM-IgA Pacientes Tabaquismo Masdottir, B. et
al. 2000./(129)
Cancer IgM-1gA Pacientes Cancer Thorbjérn
Joénsson,. et al.
1991/(130)
Irradiacion/quimioterapia IgM Pacientes Cancer demamay  Rossen, R.D. et
pulmonar al. 1976./(131)
Advanced glycation end NM Pacientes Artritis reumatoide Hein, Gert E. et
product (pentosidine) al. 2005./(132)
Cambios en los patrones de NM Pacientes Artritis reumatoide  Goulabchand, R.,
glicosilacion T.etal
2014/(133)

Galactosilacion
Hipogalactosilacion
Hiposializacion

Vacunas (como tetanos IgM Pacientes Symmons, D. P.

toxoide, viruela, tifoidea, et al.1993/(79)
difteria)

Adyuvante (pristano, etc) IgM, 19G Israeli, E., N. et

al.2009./(134)

*NM no mencionado/nefelometria

Autoinmunidad y Neumonitis por hipersensibilidad asociada al contacto con palomas

La neumonitis por hipersensibilidad es un sindrome inducido por la inhalacion y subsecuente
sensibilizacion a una gran variedad de antigenos provenientes de diversas fuentes como los sistemas
de aire acondicionado, materiales mohosos, compostas, compuestos quimicos presentes en
aerosoles y complejos proteicos de origen animal [135]. En estas fuentes ha sido factible identificar
a los agentes inductores como a) microorganismos patdgenos Saccharomonospora viridis,
Thermoactinomycetes spp, Mycobacterium avium, etc.,, b) compuestos quimicos como
difenilmetano disocianato, ¢) como complejos proteicos provenientes del bagazo de cafia/madera y

d) complejos proteicos provenientes de los polvos de las excretas de paloma. Por lo tanto, la
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neumonitis por hipersensibilidad comprende todo un grupo de enfermedades respiratorias y el
nombre de la enfermedad estd asociado al antigeno causal [136, 137]. Por ejemplo, en la
enfermedad de los cuidadores de paloma (breeder’s disease) los pacientes previamente inhalaron
complejos proteicos provenientes de las heces de palomas, descamaciones y tejido sanguineo [138,
139].

Respecto a los sintomas presentes en la neumonitis por hipersensibilidad se ha reportado la
presencia de disnea, tos, dificultad respiratoria, defectos pulmonares localizados e infiltrados
intersticiales causados por la acumulacion de LT en los pulmones. De acuerdo a las caracteristicas
clinicas mencionadas la forma aguda, subaguda y crénica pueden estar asociadas con el tiempo de
exposicion y/o progresar a través de estas fases y finalmente culminar en fibrosis. En este sentido,
hay controversias para poder distinguir la neumonitis por hipersensibilidad de los cuadros de
fibrosis idiopatica/neumonias intersticiales comunes (FI/NIC). Aunque, probablemente existe una
diferencia entre los mecanismos moleculares y celulares que montan estas condiciones patoldgicas.
Lo cual puede estar reflejado porque en el caso de la FI/NIC se emplean agentes antifibroticos para
contrarrestar la fisiopatologia. Mientras que en neumonitis por hipersensibilidad se emplean
agentes inmunosupresores, la remocién del agente inductor mejora la condicion del paciente y
posterior al trasplante pulmonar hay un mejor pronéstico [137, 140]. En el contexto inmunoldgico
se cree que al comienzo de la patologia predominan las reacciones de hipersensibilidad 111 y IV lo
gue implica un complejo inflamatorio asociado a este sindrome. En el que hay citocinas

proinflamatorias y un decrecimiento de los mecanismos de control de la respuesta inmune [140].

En la neumonitis por hipersensibilidad asociada al contacto con palomas se ha descrito la forma
aguda en el que la exposicion intermitente a los altos niveles del antigeno de paloma (heces, bloom
y suero de paloma) probablemente comienzan la formacién de depdsitos de complejos inmunes.
Con el posterior desarrollo de sintomas luego de 6 a 12 horas de exposicion e inflamacion
peribronquiolar. En la forma subaguda la repetida exposicion de bajos niveles de antigeno se
caracteriza por el desarrollo de fiebre, disnea, fatiga y tos; son desarrollados en un rango de
semanas a meses. Esta condicién puede progresar una fibrosis parenquimatosa que una
caracteristica de la forma crénica. En la forma crénica la persistente exposicion de antigenos que
se encuentran en el polvo de las heces, proteinas del suero y epitelio de paloma producen fibrosis
predominante en lobulos superiores, formacion de micronddulos, enfisema y en radiografia en los

I6bulos pulmonares se observa “honeycombing” [140, 141].

Uno de los elementos de la respuesta inmune asociada al curso de la neumonitis por

hipersensibilidad es la presencia de anticuerpos especificos a los antigenos causales. En el caso de
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neumonitis por hipersensibilidad asociada al contacto con palomas hay reportes que indican que el
40% al 50% las personas expuestas al antigeno de paloma presentan una produccién de anticuerpos
especificos. Al respecto diversos grupos de investigacion han identificado anticuerpos reactivos a
complejos proteicos presentes en diversos extractos de heces fecales como la mucina, queratina
presente en el bloom/descamaciones e inmunoglobulinas presentes en la yema de huevo, tejido
sanguineo y heces [142-144]. Es interesante que los individuos en contacto con antigeno de
paloma presentan un incremento en la produccion de anticuerpos reactivos a IgG (autoanticuerpos
anti-Fcy), lo cual puede estar asociado a un evento de reaccién cruzada entre la inmunoglobulina
IgY vy la IgG de mamifero [145].

1gY

La IgY es una glicoproteina presente en yema de huevo, tejido sanguineo y tejido linfoide de
anfibios, reptiles y aves. La IgY pertenece a la familia de las superinmunoglobulinas fungiendo
como receptor de LB (BCR) cuando se encuentra anclada a la membrana. Inicialmente se considerd
que la IgY en su forma soluble al encontrarse en mayor concentracion (5mg/ml) respecto a los
anticuerpos aviarios de clase IgD, IgM (0.61mg/ml) e IgA (1.25mg/ml) en suero de las aves,
correspondia a un homdlogo de la inmunoglobulina mamifero de clase 1gG (150 kDa). Ademas, la
IgY (180-200 kDa), tiene funcion de anticuerpo y esta formada por dos cadenas pesadas (cada una
65-68 kDa) y dos cadenas ligeras (cada una 25 kDa) [146, 147].

Sin embargo, la inmunoglobulina IgY presenta caracteristicas estructurales que le confieren
propiedades fisicoquimicas e inmunoldgicas diferentes a la IgG de mamiferos (Tabla Il y Figura
F). Una de las diferencias mas importantes es que la IgY, no cuenta con un dominio extra Cv4 en
la region Fc de inmunoglobulina y aunque presenta mayor flexibilidad en las interfaces de los
dominios Cv1-Cv2 y Cv3-Cv4, no hay una region de bisagra como en el caso de inmunoglobulinas
de clases IgD, IgA, e IgG. Lo anterior sugiere que hay una semejanza con los anticuerpos IgM e IgE
de mamiferos, aunque una diferencia respecto a la IgM es que la IgY es producida en una respuesta
secundaria. Estudios filogenéticos han sugerido que la IgY es un anticuerpo que evolutivamente
precede a la 1gG e IgE, siendo més cercana a esta Ultima. En este sentido, la IgY al igual que la IgE

participa en las reacciones anafilacticas [147, 148].
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TABLA 1. Comparacion entre las inmunoglobulinas 1gY, 1gG e IgE

IgG IgE IgY IgY (AFc) ‘
Especies Mamiferos Mamiferos Aves, reptiles, Aves anseriformes,
anfibios, peces anfibios, peces
pulmonados pulmonados
Peso molecular 150 200 180 118
(kDa)
Peso de la cadena 50 75 68
pesada (kDa)
Punto isoeléctrico 6.4-9.0 52-58 5.7-7.6 5.2-7.3
Coeficiente de 1.40 1.62 1.36 1.38
extincion
Namero de 4 4 3 2
dominios C
Region de la bisagra Si No Si Si
Porcentaje de 2-4 12 4 0.6
carbohidratos
Fuente suero suero yema yema
Concentracion 10-12 10 15-25 1-4
(mg/ml) 3-12
Unié6n al Si no no no
complemento
Unién a Factor si no no no
reumatoide
Media anafilaxis no Si Si no
Unién a proteina A Si no no no
Unién a proteina G Si no no no
Estabilidad a si no no
temperaturas
> 65°C
[149]

La glicosilacion es otra caracteristica distintiva de la 1gY, al igual que su homoélogo IgG presenta
sitios de glicosilacion en los domininios CH3 y CH2. Sin embargo, diversos estudios han reportado
que el patron de N-glicosilacion en la inmunoglobulina aviaria es més analoga a la IgE, en el caso
de la IgY de paloma se han identificado que las estructuras Gala1-4Gal. Ademas, se ha confirmado
que los complejos tipo N-glicanos han confirmado que la IgY de gallina y la IgG de mamifero son
mas semejantes respecto al tipo de glicosilacion en la IgY de paloma, porque no hay complejos
triantenarios o ramas con B/o—galactosilacion [150, 151]. Otra caracteristica asociada al tipo de

glicosilacion de la IgY de paloma es que probablemente puede favorecer/promover su

26



reconocimiento por receptores de leucocitos. Ademas, en el caso de las aves se han identificado dos
isoformas IgY e IgY(AFc) identificado en patos, pero no en otras aves como gallinas, avestruz y
paloma [152]. Por lo anterior es natural que haya inmunoglobulinas de clase IgY de especies que
tengan una mayor capacidad inmunogénica, lo cual puede estar dado por caracteristicas
estructurales que cada una de las inmunoglobulinas aviarias han desarrollado [148, 150, 153, 154].

IgY
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Figura F. Comparacion entre IgY e IgG

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

En condiciones fisioldgicas, de infeccion, malignas y autoinmunes se ha observado la presencia del
autoanticuerpo IgG anti-Fcy. Entre los mecanismos asociados a su produccion se encuentran: 1) el
mimetismo molecular, 2) la activacién policlonal, 3) la liberacion de antigenos cripticos, 4)
formacion de neoepitopes y 5) las aberraciones en los mecanismos de tolerancia. Igualmente su
aparicion ha sido descrita en diversos modelos experimentales. Sin embargo, no ha sido

identificado el agente inductor de la produccion de este autoanticuerpo.

En el caso de neumonitis por hipersensibilidad asociada a la exposicion con palomas, se ha
reportado la presencia de diversos anticuerpos especificos a glicoproteinas presentes en ambientes
gue contienen “polvo” con excretas, bloom y suero de paloma. De manera interesante, se ha
reportado que la IgG anti-Fcy es uno de los anticuerpos que se incrementa en esta patologia
asociada a la exposicion de palomas. Sin embargo, se desconoce el antigeno especifico que activa la
poblacion de células B autorreactivas productoras de IgG anti-Fcy. Dado que el blanco del
autoanticuerpo es la Fcy de inmunoglobulina, es probable que la inmunogloblina IgY al presentar
una similitud estructural y encontrarse en las diversas fuentes que constituyen al “polvo”

contaminado; sea el factor desencadenante de la activacion de LB autorreactivos.
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Ademas, en neumonitis por hipersensibilidad que se caracteriza por presentar una exacerbada
respuesta inmune se ha identificado la alteracion de la funcion y disminucidn de la frecuencia de la
células T reguladoras (Treg CD4+CD25+Foxp3+). Sin embargo, en neumonitis por
hipersensibilidad asociada a la paloma no se conoce con precision el papel de las Treg y su

asociacion con la produccion del autoanticuerpo IgG anti-Fcy.

Por ello, en este estudio se pretende disefiar un modelo experimental en la cepa murina BALB/c en
el que se evaluard la capacidad inmunogénica de la IgY de paloma para inducir la ruptura de

tolerancia a la region Fcy y su asociacion con la frecuencia de la poblacion de células Treg.

Con el desarrollo de nuestro modelo de produccion de autoanticuerpo IgG anti-Fcy sera viable
estudiar las células participantes y los mecanismos implicados en la ruptura de tolerancia a la region
Fcy de inmunoglobulina. En el caso particular de la neumonitis por hipersensibilidad asociada a la
exposicion por palomas, se abrird un nuevo campo en el que podré analizarse la respuesta humoral
autorreactiva y su correlacion con la fisiopatologia. Por ejemplo, se podria evaluar si la produccion
de las clases de autoanticuerpos reflejan el curso de la enfermedad e igualmente se podrian disefiar
terapias inmunoldgicas al conocer que células presentan anomalias y/o realizar inoculacion de

poblaciones de células reguladoras especificas que puedan subsanar la patologia.

HIPOTESIS

La respuesta inmune contra IgY de paloma inducira ruptura de tolerancia a la fraccién Fcy en raton

BALB/c, induciendo la produccién de los autoanticuerpos anti-Fcy.
OBJETIVO GENERAL

» Establecer un modelo murino en la cepa BALB/c donde se induce ruptura de tolerancia a la

region Fcy de 1gG, mediante la inmunizacién con IgY de paloma.

OBJETIVOS SECUNDARIOS

» Evaluar la cinética de produccién de anticuerpo reactivo a IgY y reactivo a Fcy.

» Determinar la proporcion de células Treg en la fase de mayor produccién, mayor afinidad y
de descenso de Ac anti-Fc, y establecer la correlacidn entre estas variables.

» Corroborar mediante un ensayo de deplecién empleando el anticuerpo monoclonal anti-
CD25 que la disminucion en el nivel de autoanticuerpo anti-Fcg esti asociado con la

poblacion de células Treg.
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METODOLOGIA
Purificacion y analisis de IgY

Mediante el kit comercial basado en un método de deslipidacion y precipitacion (Pierce™ Chicken
IgY Purification Kit; No. 44918 Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA) se purifico el
antigeno IgY a partir de yema de huevos de paloma (Columba livia) que fueron donados por el
Departamento de Reproduccién de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM.
Su concentracion se evalué mediante un Kit basado en el método de Lowry (DC Protein Assay Bio-
Rad; 500-0114, Life Science Research, Hercules, CA, USA.). En el cual se utiliz6 como curva
patron albumina bovina fraccién V (Sigma-aldrich catalog No. S5512, Saint Louis, MO, USA.)
y se realiz6 la lectura con una absorbancia de 620nm en el espectrofotometro (Multiskan
Labsystem). La identificacion y homogeneidad del antigeno IgY se realizé por SDS-PAGE. Las
condiciones de corrido fueron 100V, 80mA durante 2.5 horas; los geles fueron tefiidos en azul de
Coomasie. Se analizd la IgY por electroforesis de minigel de poliacrilamida al 12% bajo

condiciones no reductoras y reductoras.

Esquema de inmunizacion en murinos BALB/c

Murinos de la cepa BALB/c con wuna edad 4-6 semanas y un peso de 18 a 20 mg fueron
proporcionados por el bioterio del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER) vy
mantenidos en condiciones de barrera. Todos los procedimientos, fueron realizados de acuerdo a
los protocolos aprobados por el Comité de Bioética del INER. Se emplearon tres esquemas de

inmunizacién:
Esquema de inmunizacion intra-traqueal

Cada murino fue anestesiado via inhalatoria con sevoflurano (Sevorane 4458; Pisa). Posteriormente
via intra-traqueal mediante una céanula a los ratones del grupo experimental (n=4) se le administr6
10 pg del antigeno IgY en un volumen de 100 pl de solucién salina. En el caso del grupo control
Gnicamente se administré 100 pl de solucion salina. El grupo experimental y control fueron tratados
semanalmente como se describié hasta la Gltima fase del estudio en la semana 22 y en la siguiente
semana se realizé el sacrificio. Previo a la inmunizacion intra-traqueal se punzo un fragmento de la
cola, enseguida se colecto la muestra sanguinea que fue tratada con 12.5 ul anticoagulante EDTA

(22.5 pg/ul) y se almaceno el plasma a -20°C hasta su uso.
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< : Esquema Intratraqueal b j

Dia semanas
0 [1[2][3[4]5]e]7[8]0]10]11[12[13[14]15]16[17[18] 19202122 23
Inmunizacién via intra-traqueal Los ratones fueron sacrificados y
con IgY paloma la sangre fue colectada
(251g/25 pl solucion salina)

FIGURA 1A. Esquema de inmunizacon intratraqueal. Administracion semanal del antigeno IgY de paloma durante
22 semanas en un grupo murino de la cepa BALB/c (n=4).

Esquema subcutaneo A de inmunizacion

Semanalmente el antigeno IgY fue administrado via subcutdnea en la region dorsal de cada
individuo del grupo experimental (n=4) hasta la Gltima fase del estudio en la semana 22 y en la
siguiente semana se realizo el sacrificio. En la primera inmunizacion se administraron 50ug de IgY
emulsificados en adyuvante completo de Freund y 25ug de IgY emulsificados en adyuvante
incompleto de Freund para las siguientes inmunizaciones. En el caso del grupo control (n=4) estos
fueron tratados con PBS (Figura 1B). Todas las inmunizaciones fueron realizadas con adyuvante
completo de Freud en la primera inmunizacién y las subsecuentes con adyuvante incompleto de
Freud. Previo a cada inmunizacion de cada individuo del grupo experimental y grupo control, se
realizé la puncion de un fragmento menor a 5mm de la cola y obtuvo la muestra sanguinea que fue

tratada con anticoagulante EDTA para obtener el plasma que fue almacenado a -20°C hasta su uso.

Y = Esquema A x % =
Dia 0 semanas
1[2]3]4]s]6[7[8]9o]10]11[12]13]14]15]16[17]18[19]20]21[22 23
Inmunizacion Los ratones fueron
Cada semana los ratones fueron sangrados sacrificados y la
IgY paloma de la cola y posteriormente inmunizados sangre fue
(50ng/50 ul PBS) + con IgY (25 pg/50 pul PBS) + 50ul adyuvante incompleto de Freud colectada
Adyuvante
complete de Freud
50ul

FIGURA 1B. Esquema subcutaneo A de inmunizacon. Administracion subcutdnea semanal del antigeno IgY de
paloma durante 22 semanas en un grupo murino de la cepa BALB/c (n=4).
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Esquema subcutanea B de inmunizacion

En este esquema (Figura 1C), el antigeno IgY fue administrado semanalmente via subcutanea en la
region dorsal a cada uno de los ratones del grupo experimental (n=30). En las semanas 2, 4, 12, 16,
18 y 23; 4 a 6 ratones fueron sacrificados para obtener el plasma y el bazo. Para la primera
inmunizacién 50 ug de IgY fueron emulsificados con adyuvante completo de Freund (50ul:50ul),
en la segunda y tercera inmunizacion se emplearon 25 pg de IgY emulsificado, en las subsecuentes
inmunizaciones se administré IgY sin emulsificar. Para el grupo control (n=30) se administré PBS
emulsificado con adyuvante completo de Freund, para la segunda y tercera administracion el PBS
fue emulsificado con adyuvante incompleto de Freund y para el resto de las inmunizaciones solo se

administraron 100ul de PBS.

™ Esquema B
i
N Voo | [y N
semanas
Dia 0
1 2 |3|4(5[6]|7(8[9]|10[11 (12|13 [14[15|16|17[1819]20|21 22|23
Inmunizacion En la primera y Inmunizaciones
segunda semana,
IgY Paloma los ratones fueron | Los ratones fueron inmunizados cada semana con IgY de paloma (25 pg/100ul PBS).
(50ug/50 ul PBS) | inmunizados con Enla 4% 12% 16 18" and 23" semana (flechas), 4-6 ratones de cada grupo fueron
+ Adyuvante IgY sacrificados para obtener muestra sanguinea y bazos
completo de Freud (25 pg/50 pl
50ul PBS) +
adyuvante
incompleto de
Freud 50pul

‘l'Los ratones fueron sacrificados (grupo control vs grupo
experimental ), el bazo y la muestra sanguinea fueron colectados

FIGURA 1C. Esquema subcutaneo B de inmunizacon. Administracion subcutanea semanal del antigeno IgY de
paloma durante 22 semanas en un grupo murino de la cepa BALB/c (n=4-6).

Deplecion con anticuerpo monoclonal anti-CD25

Se deleto parcialmente la poblacion de células Treg en ratones de la cepa BALB/c del grupo
experimental (n=15) y el grupo control (n=15) que fueron tratados de acuerdo al esquema de
inmunizacién B (Figura 1D). Durante las semanas 7, 11 y 16 posterior al inicio de la inmunizacién
con IgY, a 5 ratones de cada grupo se les administr6 via intra-peritoneal 200 ug del anticuerpo
monoclonal anti-CD25 (PC61; LEAF™Biolegend Catalog 102031). La administracion del
anticuerpo anti-CD25 se realiz6 dos dias después de la inmunizacion correspondiente con IgY

(semana 7, dia 51; semana 11, dia 79 y semana 16, dia 114). Se obtuvo el plasma por amputacion de

31



un fragmento menor a 0.5mm de la cola del ratdén en la semana correspondiente de inmunizacion
con IgY (semana 7, 11y 16) y en los dias 4, 7 y 10 posterior a la administracion del anticuerpo anti-
CD25. La deplecion fue confirmada por citometria de flujo en el dia 10 posterior al inicio del
tratamiento con el anticuerpo anti-CD25, mediante el andlisis de la poblacion de células
CD4+CD25+ provenientes del bazo [10-12].

Para realizar un andlisis comparativo, paralelamente ratones de la cepa Balb/c fueron tratados de
acuerdo al esquema de inmunizacién B pero sin el tratamiento de deplecidn con el anticuerpo anti-
CD25, el cual constd de un grupo experimental (n=15) y un grupo control (n=15). Igualmente se
obtuvo el plasma y se sacrificaron 5 ratones de cada grupo, en los mismos tiempos en que se realiz6
la extraccion del grupo experimental y control que recibi6 el tratamiento de deplecién con el
anticuerpo monoclonal anti-CD25.

N ¥ Qo Qm Qs

I ! 1 I L 1 l_l_\
semanas
Dia 0
1 2 3(4(S5[6[7[8]9] 1011|1213 |14 15|16 | 17 | I8
Inmunizacion En la primera y Inmunizaciones
segunda semana, los Los ratones fueron inmunizados cada semana con IgY de paloma
IgY Paloma (50pg/50 ratones fueron (25 pg/100ul PBS)
ul PBS) + Adyuvante | inmunizados con IgY
completo de Freud (25 pg/50 pl PBS) + Deplecion con anti-CD25 clona PC61
50ul adyuvante incompleto Enla 7%, 11" y 16" semana (verde), 4-5 ratones de cada grupo se les extrajo una
de Freud 50pl muestra sanguinea y posteriormente se les administro via intra-peritoneal 200 pg del
anticuerpo anti-CD25.
Posteriormente en el 4° y 7™ dia se extrajo una muestra sanguinea por puncién de
fragmento de la cola y en el 10™ dia (9%, 13* y 18" semana) se extrajo la muestra
sanguinea y extrajo el bazo.

FIGURA 1D. Ensayo de deplecion mediante anticuerpo monoclonal anti-CD25 clona PC61, bajo el esquema subcutaneo B
de inmunizacon. Administracion subcutdnea semanal del antigeno IgY de paloma en tres grupos murinos de la cepa
BALB/c (n=4-5). Empleados para analizar el nivel de IgG anti-Fcy y la frecuencia de células CD4+CD25+Foxp3+.
Eventualmente se compard con un grupo inmunizado bajo el esquema B subcutaneo sin deplecion y con dos grupos control
con y sin tratamiento de deplecion.

OBTENCION DE PLASMA

La obtencion de plasma se realiza por amputacion de un fragmento menor a 0.5mm de la cola del
raton, obteniendo aproximadamente de 50 a 100 ul de sangre, se adiciona 12.5 ml de una solucion
de EDTA (22.5 pg/ul) y se homogeniza suavemente y centrifuga a 4 000 rpm durante 15 minutos a

20°C. Se colecta el plasma y almacena a -20°C hasta su uso.
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ELISA

Identificacion de anticuerpos IgM e IgG anti-IgY y anti-Fcy

Se identificaron anticuerpos reactivos a IgY mediante la incubacion de la IgY de paloma en una
placa de poliestireno de 96 pozos (Thermo Fisher Scientific; Pierce™ 8-Well Polystyrene Strip
Plates, Rockford, IL, USA, USA), mientras que en la identificacion de los anticuerpos anti-Fcy la
placa de poliestireno fue incubada con Fcy murino (Jackson ImmunoResearch; ChromPure Mouse
IgG Fc; 015-000-008 West Grove, PA, USA). En ambos casos, el antigeno fue incubado en una
concentracion de 5ug/ml en 100 pl de buffer de carbonatos (pH=9.6, 0.05M) por tres horas a 37°C
en agitaciéon. Luego, se lavd con PBS-Tween 0.05% pH 7.2 (PBS-T) y bloqued con PBS-T-
albumina 3% (albimina bovina fraccién V, BSA; Sigma) por 2 horas a 37°C en agitacion suave.
Posteriormente se incubd 100ul del plasma en PBS-T-BSA 3%, por 1 hora (dilucion 1:50 para
identificar anti-Fcy, y dilucion 1:6400 para identificar anti-1gY). Después se procedi6 a incubar por
1 hora con 100ul de la fraccion F(ab’)2 de cabra anti-lgG de raton biotinilado (Jackson
ImmunoResearch; catalog No. 115-066-072, West Grove, PA, USA.) en una dilucién 1:30 000,
enseguida se incub6 con estreptoavidina peroxidasa en una dilucion 1:10 000 (Sigma-Aldrich
S5512 Saint Louis, MO, USA.). Posterior a cada lavado se realizaron 3 lavados con PBS-T. Se
adiciond revelador (Sigma-Aldrich; catalog No. P5412, Saint Louis, MO, USA.), y se detuvo la

reaccion posterior a 12 minutos.

Identificacion de Treg

En el sacrificio se extrajo el bazo, enseguida se homogenizaron las células en RPMI 5% SFB, se
tamizaron (mesh nylon strainer 70um Becton Dickinson) y aislaron de eritrocitos y detrito celular
mediante buffer de lisis y gradiente de densidad por centrifugacion (Lymphoprep™ axis-shield
Prod. No. 1114547, Oslo, Norway.). Las células mononucleares fueron tefiidas con el kit de
deteccion de células Treg (MACS Miltenyi Biotec 130-094-164, Auburn, Ca, USA.). La tincién
fue realizada con anticuerpos anti-CD4 conjugados con FITC y anti-CD25 conjugado con PE por 10
minutos a 4°C. Después de esto, las células fueron lavadas usando Buffer FACS y permeabilizadas
por 30 minutos antes de la tincion intracelular con anti-Foxp3 conjugado con APC por 15 minutos a
4°C. Se adquirieron 100, 000 eventos mediante el citometro FACSAria Il en la Unidad de
Citometria de Flujo del INER. Se identificd la poblacion de células mononucleares al seleccionar
una region que comprendié entre 80,000 a 85,000 eventos y analizo la poblacion de células

CD4+CD25+Foxp3+ mediante el software FlowJo 7.2. Este procedimiento se utilizd para
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identificar la poblacion de células Treg en las semanas 2, 4, 12, 16, 18 y 23; posteriores al inicio de

la inmunizacion con IgY.
ANALISIS ESTADISTICO

Los analisis estadisticos fueron realizados usando el software Prism (GraphPad Software, San
Diego, CA). Se empled la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney. Un valor de p< 0.05 fue
considerado como significativo. Los datos son presentados con medianas e intervalos de confianza
95%.

RESULTADOS

Caracterizacion de la IgY

La inmunoglobulina IgY fue aislada de yema de huevo de paloma mediante un proceso de
deslipidacion y precipitacion. Se procedi6 a cuantificar la concentracion de la inmunoglobulina y en
todos lotes utilizados la concentracion fue de 8 a 10ug/ul por un volumen de 20 a 25 ml de yema de
huevo de paloma. Se realizd una estimacién de la pureza mediante electroforesis en condiciones
nativas en gel de acrilamida donde no se observé degradacion de la inmunoglobulina IgY. En
condiciones reductoras se observaron dos bandas (Figura 2A), una con un peso de 70 kDa y la
segunda con un peso de 25 kDa, las cuales corresponden con el peso de las cadenas pesadas y

ligeras de la inmunglobulina IgY.

Linea/ MP [kDa] y

75kDa il — o

25kDa

Figura 2A. Purificacion de IgY de paloma (A) SDS-PAGE (condiciones reductoras) de IgY de paloma proveniente de yema de
huevo. Linea 2: Marcador de peso molecular, Linea 4 and 5: IgY purificada (5 ug and 10 ug respectivamente).
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Produccion de anticuerpos anti-IgY en cepa BALB/ ¢ inmunizados intra-traquealmente

En la primera aproximacion para desarrollar un modelo de produccion de autoanticuerpos anti-Fcy,
en condiciones similares a neumonitis por hipersensibilidad asociada a la exposicién del antigeno
de paloma, se administrd intra-traquealmente IgY de paloma. En este esquema a partir de la 5%
semana la produccion de anticuerpo 1gG anti-IgY mostré un incremento constante por 14 semanas,
posteriormente durante 3 semanas el nivel de IgG anti-IgY disminuyo y volvié a incrementarse
gradualmente en la 17 semana manteniéndose la maxima produccion del anticuerpo por 6 semanas

de manera relativamente constante (Figura 3A).

En cambio, cuando el suero de este mismo grupo de ratones inmunizados con IgY fue utilizado para
identificar autoanticuerpos anti-Fcy (IgG anti-Fcy) hubo un ligero incremento en la produccion de
IgG anti-Fcy en la 7 semana y el nivel de autoanticuerpo anti-Fcy present6 valores similares durante
10 semanas. Después de este punto, la produccion de IgG anti-Fcy mostré una disminucion y
presentd niveles similares a las primeras 4 semanas de inmunizacién. Aunque, se observé un ligero

incremento en la produccién del autoanticuerpo las diferencias no fueron significativas (Figura 3B).
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Figura 3. Cinética de la produccion de anticuerpos en cepa murina BALB/c inmunizada de acuerdo al esquema A de
inmunizacion.. 3A) La produccion de IgG anti-IgY y los 3B) autoanticuerpos IgG anti-Fcy fueron evaluados mediante ELISA.
Las medianas son mostradas con el intervalo de confianza al 95% (n=4). Los analisis estadisticos fueron realizados
usando la prueba no paramétrica U de Mann Whitney, dos colas. *p<0.05
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Respuesta humoral en cepa BALB/ ¢ tratados con el esquema A de inmunizacion subcutanea

Paralelamente un grupo de ratones fueron inmunizados subcutaneamente ya que esta via constituye
una forma efectiva para inducir una respuesta humoral. De esta manera se utiliz6 una metodologia
que permitié una mejor aproximacion para evaluar la capacidad de la IgY para inducir una
respuesta humoral autorreactiva. Por ello utilizamos el esquema A de inmunizacion, en este la
produccion de anticuerpo 1gG anti-IgY fue significativa (p<0.03) se increment6 gradualmente hasta
la 9 semana, durante las siguientes 6 semanas el nivel de IgG anti-IgY presento valores similares.
Posteriormente, en la semana 14 hubo descenso de IgG anti-lgY manteniéndose estos niveles por 3
semanas, después de este periodo la produccion de IgG anti-lgY se incrementd gradualmente

manteniendo este comportamiento hasta la fase final del estudio (Figura 4A).

Respecto a la produccion de autoanticuerpo IgG anti-Fcy, el grupo control mostré un mayor nivel
de IgG anti-Fcy respecto a los niveles de anticuerpo anti-lIgY. En el grupo experimental después de
la 4% semana, la produccién de autoanticuerpo se incrementd durante 7 semanas a partir de este
punto se observo la fase de meseta que se prolongo hasta la semana 18, comenzando con la fase de

declinacion del nivel de 1gG anti-Fcy (Figura 4B).

2.51
A
Il—""'!\ - ”~-K. ,{«‘!
c 2.04 ’ . , 2 3
c { .‘,!' ‘\! !II
N ~ - "~ -
Q154 4"
° !
o N .
8 ! _o. Grupo Experimental
£ 10 IgG Anti-IgY
[%2)
< 054 Grupo Control
‘ -+ 1gG Anti-lgY
OC T T T T T T T T T T T T

N
14
o -
~
00
© -

10 11 12 13 1415 16 17 18 19 20 21 22 2
Semanas

Figura 4A. Cinética de la produccion de anticuerpos en cepa murina BALB/c inmunizada de acuerdo al esquema A. La
produccion de IgG anti-1gY fue evaluado mediante ELISA. Las medianas son mostradas con el intervalo de confianza al
95% (n=4). Los analisis estadisticos fueron realizados usando la prueba no paramétrica U de Mann Whitney, dos colas.
*p<0.003, (p=0.0286).
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Figura 4B. Administracion semanal de IgY con adyuvante promueve la produccion de IgG anti-Fcy. La produccion de
autoanticuerpos IgG anti-Fcy fueron evaluados mediante ELISA. Las medianas son mostradas con el intervalo de
confianza al 95% (n=4). Los analisis estadisticos fueron realizados usando la prueba no paramétrica U de Mann
Whitney, dos colas. *p<0.003, p=0.0286.

Respuesta humoral en cepa BALB/ ¢ tratados con el esquema B de inmunizacion subcutanea.
Anticuerpos IgG

Con el esquema de inmunizacion A, en el que se administré semanalmente IgY emulsificado en
adyuvante incompleto; se indujo produccién de autoanticuerpos anti-Fcy. Sin embargo, estudios han
reportado que diversos adyuvantes tienen la capacidad de producir un incremento en el nivel de
autoanticuerpos. Para descartar el efecto del continuo uso del adyuvante incompleto, se evalu6 la
produccion de anticuerpos anti-Fcy bajo el esquema de inmunizacion B en el que se utilizo
adyuvante de Freund solo en las 3 primeras inmunizaciones. En el esquema B, se observd que la
produccion de anticuerpo 1gG anti-IgY (Figura 1C) después de la 2* semana de inmunizacion se
incremento y alcanzo la fase de la meseta en la 4% semana, esta fase presento valores relativamente
similares durante 14 semanas. Durante la semana 18 de iniciada la administracion de IgY, el nivel
de IgG anti-lgY disminuy6 ligeramente hasta la semana 23 pero mantuvo la diferencia significativa

respecto al grupo control (p<0.0320) (Figura 5A).

Respecto a los niveles de IgG anti-Fcy en plasma, se encontr6 un ligero incremento gradual de la
segunda hasta la semana 16 de iniciado el esquema de inmunizacién B, justamente a partir de este

punto el nivel del autoanticuerpo IgG anti-Fcy fue significativo (p<0.0320) respecto al grupo
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control y alcanz6 la maxima produccion en la semana 18 (p<0.0320). Posterior a este punto hubo un
descenso en el nivel de IgG anti-Fcy hasta la semana 23 pero conservando la diferencia significativa

respecto al grupo control (p<0.0096) (Figura 5B).
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Figura 5A. Cinética de la produccion de anticuerpos en cepa murina BALB/c inmunizada de acuerdo al esquema A. La
produccion de autoanticuerpos IgG anti-IgY fueron evaluados mediante ELISA. Las medianas son mostradas con el intervalo
de confianza al 95% (n=4). Los analisis estadisticos fueron realizados usando la prueba no paramétrica U de Mann Whitney,
dos colas. *p<0.003, p=0.0286.
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Figura 5B. Administracion semanal de IgY promueve la produccion de IgG anti-Fcy. La produccién de autoanticuerpos
1gG anti-Fcy fueron evaluados mediante ELISA. Las medianas son mostradas con el intervalo de confianza al 95% (n=4-
6). Los analisis estadisticos fueron realizados usando la prueba no paramétrica U de Mann Whitney, dos colas.
*p<0.003, p=0.0286. 38



Anticuerpo IgM

En el grupo murino inmunizado con el esquema A se determing el nivel de IgM anti-Fcy en plasma

el cual presentdé un incremento del autoanticuerpo desde la primera semana de iniciada la

inmunizacién continuando con este comportamiento hasta alcanzar el maximo nivel de IgM anti-

Fcy en la 5 semana, a partir de este punto la produccidn del autoanticuerpo declino hasta no mostrar

una diferencia significativa respecto al grupo control (Figura 6A).
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Figura 6A. Cinética de la produccion de anticuerpos en cepa murina BALB/c inmunizada de acuerdo al esquema A. La
produccion de autoanticuerpos IgM anti-Fcy fueron evaluados mediante ELISA. Los andlisis estadisticos fueron
realizados usando la prueba no paramétrica U de Mann Whitney, dos colas (n=4). *p<0.003, p=0.0286.

Por otro lado, en el grupo murino inmunizado con el esquema B el nivel de IgM anti-Fcy mostro
valores similares al grupo control, fue hasta la semana 16 que hubo un incremento en la produccion
del autoanticuerpo, alcanzando la méaxima produccion en la semana 18 para finalmente descender

en la semana 23. Sin embargo, en ninguno de los seis puntos evaluados la diferencia fue

significativa (Figura 6B).
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Figura 6B. Cinética de la produccion de anticuerpos en cepa murina BALB/c inmunizada de acuerdo al esquema B. La
produccion de autoanticuerpos IgM anti-Fcy fueron evaluados mediante ELISA. Las medianas son mostradas con el
intervalo de confianza al 95% (n=4-6). Los analisis estadisticos fueron realizados usando la prueba no paramétrica U de
Mann Whitney, dos colas.

Respecto a la produccion de anticuerpo IgM anti-lgY el grupo inmunizado con el esquema B no

presento una diferencia con el grupo control en ningun punto evaluado.
Participacion de las células T reguladoras en murinos BALB/ ¢ inmunizados con IgY de paloma

Para conocer si la poblacion de células Treg estd asociado a la disminucién autoanticuerpos IgG
anti-Fcy, evaluamos la proporcion de la poblacion de células T reguladoras (CD4+CD25+Foxp3+)

del bazo en el grupo de ratones tratados con el esquema B de inmunizacién.
Proporcion de células CD4+

Se observaron fluctuaciones en la frecuencia de la poblacion CD4+ a lo largo de la fase de estudio.
Sin embargo, la frecuencia del grupo control y experimental mostraron valores similares que
estuvieron comprendidos dentro del rango normal (grupo experimental 22.24, Cl=17.66-30.21;
grupo control 26.16, Cl= 18.31-33.07). Aunque, el grupo experimental (20.90, Cl= 18.18-26.30)
posterior a la 2* semana de inmunizacién presento una ligera disminucion durante 14 semanas, que
significo el 1.1 % en la semana 16 (19.80%, Cl= 14.81-22.39), y del 10% respecto al grupo control
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pareado (29.80%, Cl= 18.77- 35.35) (p=0.0556), posterior a este punto hubo incremento en la
poblacion CD4+ del grupo experimental con valores muy similares al grupo control (Figura 7).
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Figura 7. Frecuencia de la poblacion de células CD4+ en bazo. La frecuencia de la poblacion de células CD4+ mostrd una
fluctuacion a lo largo de la fase de estudio, pero siempre con valores dentro del rango normal. Las medianas son
mostradas con el intervalo de confianza al 95% (n=4-6). Los analisis estadisticos fueron realizados usando la prueba no
paramétrica U de Mann Whitney, dos colas.

Proporcion de células CD8+

La frecuencia de la poblacion de células CD8+ presento fluctuaciones durante toda la fase de
estudio (grupo experimental 4.708%, Cl= 3.246-7.185; grupo control 5.677%, Cl=3.721-7.633), la
mayor diferencia se registré durante la 4* semana en el que la poblacion CD8+ fue mayor en el
grupo control (p=0.0173). Sin embargo, a excepcion de este punto el comportamiento en la
frecuencia de la poblacion CD8+ entre el grupo experimental y control fue semejante. En ambos
grupos a partir de la semana 16 se increment6 ligeramente la proporcion de la poblacion CD8+
(Figura 8).
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Figura 8. Frecuencia de la poblacion de células CD8+ en bazo. La frecuencia de la poblacion de células CD8+ mostrd
una fluctuacion a lo largo de la fase de estudio, pero siempre con valores dentro del rango normal. Las medianas son
mostradas con el intervalo de confianza al 95% (n=4-6). Los andlisis estadisticos fueron realizados usando la prueba no

paramétrica U de Mann Whitney, dos colas.

Proporcion de células CD4+CD25+

La frecuencia de la poblacion doble positiva CD4+CD25+ presento fluctuaciones a lo largo de la
fase de estudio el grupo experimental y el grupo control mostraron un comportamiento semejante
con valores dentro del rango normal (grupo experimental 2.019%, Cl= 1.35-2.94; grupo control
1.70%, Cl= 1.38-2.51). La poblacién CD4+CD25+ en ambos grupos presentd la menor frecuencia
durante la cuarta semana, posteriormente la poblacién CD4+CD25+ del grupo experimental (2.9%,
Cl= 2.339-2.498%) presento un incremento que fue ligeramente mayor al grupo control (2.730%,
Cl= 2.498-3.002) en la semana 18. Aunque, la poblacion CD4+CD25+ del grupo experimental
(2.370%, Cl=1.725-2.822) continuo siendo ligeramente mayor respecto al grupo control (1.740%,
Cl=0.6759-2.389) hasta la semana 23 esta tendencia no fue significativa (p=0.0667) (Figura 9).
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Figura 9. Frecuencia de la poblacion de células CD4+CD25+ en bazo. La frecuencia de la poblacion de células

CD4+CD25+ mostrd una fluctuacion a lo largo de la fase de estudio, pero siempre con valores dentro del rango normal.
Las medianas son mostradas con el intervalo de confianza al 95% (n=4-6). Los andlisis estadisticos fueron realizados
usando la prueba no paramétrica U de Mann Whitney, dos colas.

Proporcion de Foxp3+ en la poblacion CD4+CD25+

El grupo experimental mostrd reduccién significativa (p=0.0043) en la expresién de Foxp3+ en la
poblacion CD4+CD25+ (Treg) respecto al grupo control (29.90%, Cl= 16.88-48.08 vs 79.30%, Cl=
73.47-86.26), en la segunda semana posterior al inicio de la inmunizacién con IgY manteniendo
este comportamiento en la cuarta semana. Posteriormente, el grupo experimental mostré un
incremento en la expresion de Foxp3+ en la poblacion CD4+CD25+ y en la 12 semana el promedio
85.05% (Cl=83.44-87.83) fue muy similar al del grupo control (85.60%, Cl=83.68-89.16).
Interesantemente, durante la 16 semana la proporcién de Foxp3+ en el grupo experimental mostrd
una ligero decrecimiento del 10.70% con respecto al grupo control (70.10%, Cl= 57.80-74.80, v.s
80.80%, Cl=79.10-82.08) (p=0.0079). Cabe sefialar, que este evento coincidié con la fase de
incremento significativo del autoanticuerpo 1gG anti-Fcy evaluado en el plasma de este grupo de
ratones (Figura 10A y 10B).
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Figura 10. Proporcion de Foxp3+ en la poblacién celular CD4+CD25+, disminuyo en la 162 semana. A) Histogramas
representativos mostrando la expresion de Foxp3 en la poblacion CD4+CD25+. B) Porcentaje de la expreson Foxp3+ dentro
de la poblacion CD4+CD25+ en bazo de murinos BALB/c inmunizados de acuerdo al esquema B. La frecuencia de las
células T reguladoras disminuyo gradualmente en las primeras semanas, posteriormente alcanzé el valor normal. Las
medianas son mostradas con el intervalo de confianza al 95% (n=4-6). Los analisis estadisticos fueron realizados usando la
prueba no paramétrica U de Mann Whitney, dos colas. *p<0.020, **p<0.0080.
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Deplecién mediante anticuerpo monoclonal anti-CD25 clona PC61

Para corroborar que el tratamiento de deplecidon con el anticuerpo monoclonal anti-CD25 fue

eficiente se analizo la poblacién CD4+CD25+ en los tres grupos experimentales y controles tratados

de acuerdo al esquema B de inmunizacion. Como se esperaba 10 dias después de iniciada la
administracion del anticuerpo anti-CD25, la proporcién de la poblacion CD25+Foxp3+ proveniente

de la poblacion CD4+ fueron significativamente menores en todos los casos respecto a los grupos

sin tratamiento. En los que se registré una disminucion de la poblacién CD4+CD25+ del 75 al 90%
(Figura 11).
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Figura 11. Dot plots representativos provenientes del grupo experimental y grupo control, con deplecion mediante la

administracion del anticuerpo monoclonal anti-CD25 clona PC61 y sin deplecion.
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Respuesta humoral posterior a la deplecion con el anticuerpo anti-CD25 en tres puntos del modelo de

produccion de IgG anti-Fcy

Para identificar si la frecuencia de la poblacién de las células T reguladoras (CD4+CD25+Foxp3+)
se encuentra asociado a la produccion de 1gG anti-Fcy, se depleté mediante el anticuerpo anti-CD25
en las fases previas de produccion de autoanticuerpos (semana 7-9 y semana 11-13); y el inicio del

comienzo del punto en que incremento el nivel de IgG anti-Fcy (semana 16-18).
Respuesta humoral post-deplecion en fases previas de produccién de I1gG anti-Fcy
Periodo de evaluacién de nivel de anticuerpos de la semana 7 a 9

Este periodo de analisis inicio en la semana 7 y concluyo en la semana 9 (dia 61), el nivel de IgG
anti-lgY del grupo experimental mantuvo una diferencia significativa respecto al grupo control
(p=0.0079), posterior a la administracién del anticuerpo anti-CD25. De manera semejante, la
produccién del anticuerpo IgG anti-lgY del grupo experimental y control que no recibieron
tratamiento con anti-CD25, mostraron una cinética similar y mantuvieron una diferencia
significativa. Respecto a los niveles de IgG anti-lIgY el grupo experimental depletado y el grupo
experimental sin deplecion mostraron valores semejantes (Figura 12A).
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Figura 12A. Comparacion del nivel de IgG anti-IgY de la 72 a la 92 semana mediante ELISA, en un grupo experimental
inmunizado con el esquema B vs grupo experimental inmunizado con esquema B con deplecion mediante anticuerpo
monoclonal anti-CD25 PC61. Las medianas son mostradas con el intervalo de confianza al 95% (n=5-6). Los analisis
estadisticos fueron realizados usando la prueba no paramétrica U de Mann Whitney, dos colas.
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Respecto a la produccion de autoanticuerpo IgG anti-Fcy el grupo experimental mostré un nivel
ligeramente mas alto respecto al grupo control. Sin embargo, si se descartara el valor del individuo
que presento la mayor produccion de autoanticuerpo no existiria diferencia entre estos dos grupos.
De manera similar los grupos que recibieron tratamiento con anti-CD25 mostraron el mismo
comportamiento, siendo ligeramente mas alto el nivel de 1gG anti-Fcy del grupo experimental; en el
gue igualmente un individuo mostré una produccion de autoanticuerpo notable respecto al resto del
grupo. El tratamiento con el anticuerpo anti-CD25 en el grupo experimental no mostré una
diferencia respecto al grupo experimental sin tratamiento en ninguno de los cuatro puntos evaluados

comprendidos entre la semana 72 y 9% semana (Figura 12 B).
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Figura 12B. Comparacion del nivel de IgG anti-Fcy de la 72 a la 92 semana mediante ELISA, entre un grupo experimental
inmunizado con el esquema B y grupo experimental inmunizado con esquema B con deplecion mediante anticuerpo
monoclonal anti-CD25 PC61. Las medianas son mostradas con el intervalo de confianza al 95% (n=5-6). Los analisis
estadisticos fueron realizados usando la prueba no paramétrica U de Mann Whitney, dos colas.

Periodo de evaluacion de nivel de anticuerpos de la semana 11 a 13

El andlisis de la produccién de anticuerpos inicio en la semana 11 y concluyo en la semana 13 (dia
89). En el caso de la produccion de IgG anti-IgY el grupo experimental depletado y el grupo
experimental sin deplecion mantuvieron una diferencia significativa respecto a los grupos controles

con y sin deplecién (p<0.05). En este sentido, el tratamiento con el anticuerpo monoclonal anti-
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CD25, no mostré una diferencia entre los grupos experimentales en el comportamiento ni en el
nivel de IgG anti-IgY (p>0.05) (Figura 13A).
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Figura 13A. Comparacion del nivel de IgG anti-IgY de la 112 a la 132 semana mediante ELISA, en un grupo experimental
inmunizado con el esquema B vs grupo experimental inmunizado con esquema B con deplecién mediante anticuerpo
monoclonal anti-CD25 PC61. B. Las medianas son mostradas con el intervalo de confianza al 95% (n=4-5). Los
analisis estadisticos fueron realizados usando la prueba no paramétrica U de Mann Whitney, dos colas.

Respecto a la produccion de autoanticuerpo IgG anti-Fcy la cinética y el nivel fueron similares en el

grupo experimental al que le fue administrado anticuerpo anti-CD25 y el grupo experimental que no

recibio el tratamiento de deplecion. En ambos grupos, el nivel de IgG anti-Fcy, fue ligeramente

mayor en el cuarto dia posterior a la administracion del anticuerpo anti-CD25. Sin embargo, solo el

grupo experimental sin deplecién mostré una diferencia significativa respecto al grupo control,

posterior a este punto en el dia 7 el 50% de los individuos mostraron niveles mas altos de IgG anti-

Fcy y para el dia 10 el nivel de autoanticuerpo fue semejante al grupo control.
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Figura 13B. Comparacion del nivel de IgG anti-Fcy de la 112 a la 132 semana mediante ELISA, en un grupo experimental
inmunizado con el esquema B vs grupo experimental inmunizado con esquema B con deplecion mediante anticuerpo
monoclonal anti-CD25 PC61. No hubo diferencia en la produccion de IgG anti-Fcy. Las medianas son mostradas con el
intervalo de confianza al 95% (n=4-5). Los andlisis estadisticos fueron realizados usando la prueba no paramétrica U
de Mann Whitney, dos colas.

Aunque de manera grupal la produccion de IgG anti-Fcy en el grupo experimental depletado no fue

significativamente mayor al grupo control depletado (Figura 13B).
Periodo de evaluacion de nivel de anticuerpos de la semana 16 a 18

En esta fase de estudio que se encuentra en el rango de inicio de produccién de autoanticuerpo 1gG
anti-Fcy, el nivel de 1gG anti-lIgY en el grupo experimental tratado con anticuerpo anti-CD25 vy el
grupo experimental sin este tratamiento mantuvieron el nivel significativo respecto a los grupos
controles respectivos como en las dos fases anteriores de estudio. Ademas, la produccién de 1gG

anti-IgY en los dos grupos experimentales presentaron valores similares (Figura 14A).
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Figura 14A. Comparacion del nivel de IgG anti-IgY de la 162 a la 182 semana mediante ELISA, en un grupo
experimental inmunizado con el esquema B vs grupo experimental inmunizado con esquema B con deplecién
mediante anticuerpo monoclonal anti-CD25 PC61. Las medianas son mostradas con el intervalo de confianza al
95% (n=4-5). Los andlisis estadisticos fueron realizados usando la prueba no paramétrica U de Mann Whitney, dos
colas.

Respecto a la produccion de autoanticuerpo IgG anti-Fcy el grupo experimental con tratamiento de
deplecion con anti-CD25 y el grupo experimental sin tratamiento mostraron niveles y una cinética
semejante (Fig 14B). Adicionalmente, el grupo experimental depletado mostré un nivel mayor de
IgG anti-Fcy en los cuatro puntos evaluados respecto al grupo control (p=0.0571). El grupo
experimental que no fue depletado en tres de los cuatro puntos evaluados, mostré una diferencia

significativa respecto al grupo control (p=0.0286).
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Figura 14B. Comparacion del nivel de I1gG anti-Fcy de la 162 a la 182 semana mediante ELISA, en un grupo experimental
inmunizado con el esquema B vs grupo experimental inmunizado con esquema B con deplecion mediante anticuerpo
monoclonal anti-CD25 PC61. Las medianas son mostradas con el intervalo de confianza al 95% (n=4-5). Los analisis

estadisticos fueron realizados usando la prueba no paramétrica U de Mann Whitney, dos colas.
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Comparacion entre el nivel de autoanticuerpo IgG anti-Fcy en dos fases experimentales empleando el esquema de

inmunizacion B

Para corroborar que la cinética de produccion de autoanticuerpo IgG anti-Fcy mediante el esquema
de inmunizacién B es reproducible, comparamos el nivel de IgG anti-Fcy en los puntos evaluados
(grupos experimentales evaluados en semana 2, 4, 12, 16, 18 y 23) en la primera fase de estudio,
con el nivel registrado en la segunda fase de estudio “ ensayos de deplecion mediante el anticuerpo
anti-CD25” (grupos experimentales no tratados con anti-CD25, semanas 7, 9, 11, 13, 16 y 18). En
ambos periodos de evaluacion, hubo un comportamiento similar en la produccion de
autoanticuerpo, ya que el nivel de IgG anti-Fcy presento un incremento gradual que alcanzo la
maxima produccion de IgG anti-Fcy de la semana 16 a la 18. La diferencia entre ambas fases de
estudio fue el punto en que se observo el mayor nivel de IgG anti-Fcy, alcanzandolo en el primer
ensayo durante la semana 18 y en la semana 16 para el segundo periodo de evaluacion. Ademas, las
pruebas estadisticas no mostraron una diferencia significativa entre los puntos evaluados (Figura
15).
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Figura 15. Comparacion del nivel de IgG anti-Fcy mediante ELISA, de la fase experimental 1 (semanas 2, 4, 12, 16, 18y 23)y
la fase experimental de deplecion (semanas 7, 9, 11, 13, 16, 18*). La cinética de la produccion del autoanticuerpo IgG anti-
Fcy muestran un comportamiento similar. Hay un incremento gradual del nivel de IgG anti-Fcy hasta alcanzar el maximo nivel
entre la 162 y 182 semana. Las medianas son mostradas con el intervalo de confianza al 95% (n=4-5). Los analisis
estadisticos fueron realizados usando la prueba no paramétrica U de Mann Whitney, dos colas. *tabulado en la semana 18
en la gréfica
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Comparacion de la frecuencia de Foxp3+ en la poblacion CD4+CD25+ en dos fases experimentales bajo el esquema

de inmunizacion B

En la segunda fase de estudio (semana 9 a la 18), no hubo diferencias entre las frecuencias de la
poblacion CD4+CD25+ del grupo experimental y control evaluados en la semana 13 (1.7%, Cl=
1.098-2.127 vs 1.33%, Cl= 0.8689-1.922) y 18 (1.67%, Cl=0.6631-2.757 vs 1.28%, Cl= 0.5597-
2.40%).

Aunque, hubo una ligera menor frecuencia de la poblacién CD4+CD25+ en la segunda fase de
estudio en las semanas 13 (p=0.0095) y 18 (p=0.0357), respecto a la primera fase experimental. El
comportamiento fue parecido a los registrados en la semana 12 (2.575, Cl= 2.232-3.474 vs 2.07%,
Cl=1.627-3.361) y 18 (2.90%, Cl= 2.339-4.041 vs 2.73, Cl= 2.498-3.002) de la primera fase de
estudio, en los cuales no hay diferencia entre el grupo experimental y control.

La expresion de Foxp3+ en la poblacion CD4+CD25+ de la segunda fase de estudio, (semana 13:
81.9%, C1=79.97-84.28 vs 86.0%, Cl= 81.16-89.76) (semana 18: 80.9%, CI=77.4-85.4 vs 81.2%.
Cl= 67.01%-95.63%) fue similar al registrado durante la semana 12 (85.05%, CI=83.44-87.83 vs
85.6%, Cl= 83.68-89.16) y 18 (93.4%, CI=90.38-94.9 vs 94.2%, Cl= 89.49-98.11) de la primera
fase de estudio.
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Figura 16. Frecuencia de Foxp3+ en la poblacion CD4+CD25+ en bazo de murinos BALB/c al esquema B. La frecuencia de las
células T reguladoras disminuyo gradualmente en las primeras semanas, posteriormente alcanzd el valor normal. Las
medianas son mostradas con el intervalo de confianza al 95%. Los analisis estadisticos fueron realizados usando la prueba no

paramétrica U de Mann Whitney, dos colas. *p<0.020, **p<0.0080.
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Interesantemente, en la semana 9 en la que no hubo evaluacién en la primera fase, el grupo
experimental (53.20%, Cl= 47.45-66.55) presento una menor expresion de Foxp3+ en la poblacion
CD4+CD25+, respecto al grupo control (78.35%, Cl= 69.57-85.31) (p=0.0159). Lo que concuerda
con el comportamiento de la primera fase experimental, en los que durante la 2° y 4° semana hay
una declinacion de la poblaciéon de células Treg, para posteriormente presentar una frecuencia
normal de la expresion de Foxp3 en la semana 12 (Figura 16).

DISCUSION

La autoinmunidad es el reconocimiento de elementos propios en el que posterior a la activacion de
la poblacion de linfocitos autorreactivos, se promueven funciones efectoras que pueden inducir una
patologia a nivel de un 6rgano especifico o a nivel sistémico [54]. En la autoinmunidad humoral, la
activacién de la poblacion de LB autorreactivos conlleva a un incremento en el nivel de la
produccién de autoanticuerpos [19, 86, 155, 156]. Precisamente, la presencia y nivel de los
autoanticuerpos pueden predecir el curso de una enfermedad ya sea de caracter autoinmune o

alguna otra condicién patolégica asociada a la produccion de autoanticuerpos [157, 158] .

En el caso de la neumonitis por hipersensibilidad asociada a la exposicién de palomas, diversos
estudios han descrito un incremento en la produccién de anticuerpos especificos a una variedad de
antigenos presentes en el “polvo” compuesto de materia fecal, bloom y suero de la paloma [139,
143, 159]. De manera interesante, se ha descrito la presencia de autoanticuerpos especificos a la
region Fcy de inmunoglobulina [160, 161]. En este sentido la IgY de paloma al tener una similitud
estructural con la 1gG de mamifero y estar presente en las diversas fuentes (excremento, bloom y
suero) del “polvo contaminado”[146, 147], la convierten en un candidato idéneo que podria inducir
la activacion de las células B autorreactivas que producen autoanticuerpo anti-Fcy. Por ello, fue
analizada la capacidad inmunogénica de la IgY de paloma para generar anticuerpos anti-lgY vy
autoanticuerpos anti-Fcy. Para ello fueron empleados tres esquemas de inmunizacion: a)

intratraqueal, b) subcutanea A y c) subcutanea B.

En el esquema de inmunizacién intratraqueal fue observada una rapida y fuerte respuesta inmune,
en el que en términos generales el nivel de 1gG anti-IgY continuo incrementandose hasta la semana
23. Aunque, el reto inmunoldgico fue realizado de manera constante durante 23 semanas (la cuarta
parte de vida de un ratén; [162]), esta produjo una débil respuesta inmune a la fraccion Fcy de
inmunoglobulina durante la semana 13 a 14. Sugiriendo que en la estimulacion inmune por la via
de las mucosas, es necesario la administracién de una mayor concentracion del antigeno IgY

(mediante un mayor ndmero de inoculaciones, mas de 22; o la administracion mayor a 25
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pg/semanales por 22 semanas=550 pg) o la administracion de un adyuvante para la preservacion del

antigeno que permitiera la exposicion de epitopes inductores de la activacion de LB autorreactivos.

Por lo anterior, fue evaluada la capacidad inmunogénica de la IgY en un grupo experimental en el
gue la administracion del antigeno fue conjugada con el adyuvante de Freud. En este caso al
emplear el esquema subcutaneo de inmunizacion A (administracion constante de adyuvante) la
produccion de anticuerpo IgG anti-lgY mostré un comportamiento semejante a la cinética del
esquema de inmunizacidn intratraqueal. Sin embargo, en el esquema de inmunizacién subcuténea
A, el nivel de 1gG anti-IgY fue més intenso ya que desde la 5% semana alcanzo un nivel semejante a
la mostrada en la 13% semana bajo el esquema intratraqueal.

Lo anterior indica que la IgY de paloma, al igual que otros inmunoglobulinas aviarias [163], tiene la
capacidad inmunogénica para inducir la activaciéon de una poblacion de células B. Por lo tanto, la
exposicion constante durante 22 semanas de los determinantes antigénicos de la inmunglobulina
IgY a células presentadoras de antigeno como las células dendriticas, macréfagos y las células B
promovieron la presentacion de diversos determinantes antigénicos a las células T efectoras [87].
En el caso particular de las células B [97] se ha descrito que la estimulacion constante puede
favorecer la activacion policlonal [62, 99, 164] y consecuentemente la produccion de IgG anti-IgY.
Adicionalmente, la presencia de 1gG reactivo a IgY indica el cambio de isotipo de IgM y con ello
una respuesta dependiente de células T.

Uno de los eventos que probablemente se suscitaron durante la administracion del antigeno IgY es
la seleccion de un epitope inmunodominante proveniente del antigeno IgY de paloma, ya que la
respuesta se intensifico de manera relativamente constante hasta la fase final del estudio. También,
es factible que se haya generado un proceso conocido como “spreading epitope”, en el cual hay
diversificacion de epitopes derivados de una primera respuesta dirigida a un antigeno lo cual

genera diversas clonas de células B [165].

Por lo anterior, es probable que la estimulacién de distintas clonas de células B conllevaron a la
activacion de la clona de células B autorreactivas productoras de IgG anti-Fcy. Una explicacion
alterna de la intensa respuesta humoral es que bajo la administracion constante de adyuvante
incompleto de Freud (esquema subcutdneo A de inmunizacion) se favorece por tiempos mas
prolongados la presencia del antigeno al protegerlos de los mecanismos enzimaticos de degradacion
[134, 166], favoreciendo una mayor exposicion de los diversos epitopes a las células presentadoras

de antigeno.
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Ademas, varios estudios han demostrado que el adyuvante incompleto de Freud cuenta con ligandos
gue interaccionan con receptores de reconocimiento de patrones como los receptores tipo Toll
(TLR) que favorecen la inflamacion mediante la produccion de citocinas proinflamatorias en el que
estan involucrados los efectos ejercidos por las células T efectoras [74, 134, 166]. En el caso
particular de la activacion via TLR se han reportado dos fendmenos interesantes. En uno de ellos las
células B generan autoanticuerpos e incluso cambio de isotipo mediante una respuesta
independiente de células T al coligarse los receptores TLR y BCR [167]. El segundo hecho
interesante el cual se ha reportado en un modelo murino, es la generacion extrafolicular de células
plasmaéticas productoras de IgG anti-Fcy cuya activacion es dependiente de la sefial generada via
MyD88 por los TLR7 y TLR9. En este segundo caso la produccion de IgG anti-Fcy puede ser
generada independientemente de las células T, aunque su participacion intensifica el nivel del

autoanticuerpo 1gG anti-Fcy [ 168, 169].

Bajo el esquema de inmunizacion A como en otros modelos experimentales y condiciones
patologicas, la respuesta humoral de clase IgM anti-Fcy se increment6 de la primera a la quinta
semana [170, 171]. La produccién de autoanticuerpo IgG anti-Fcy, a diferencia del esquema de
inmunizacion intratraqueal; presenté un incremento gradual del nivel del autoanticuerpo anti-Fcy
desde la 42 hasta la 9% semana manteniendo una fase de meseta de la 112 hasta la 18 semana
(p=0.0286) para posteriormente declinar la produccion de IgG anti-Fcy. Por lo anterior, mediante el
esquema subcutaneo A de inmunizacion fue factible promover la ruptura de tolerancia a la fraccion
Fcy de inmunoglobulina, lo que eventualmente implico un incremento en la produccion de

autoanticuerpo 1gG anti-Fcy.

Como mencionamos es factible que se haya generado un proceso conocido como “epitope
spreading”, en el cual hay diversificacion de epitopes provenientes de una primera respuesta general
dirigida a un epitope dominante. Y eventualmente la estimulacion de distintas clonas de células B,
conllevaron a la activacion de la clona de células B autorreactivas productoras de IgG anti-Fcy.
Igualmente es posible que la presencia prolongada del antigeno IgY que guarda una similitud con la
IgG, promovi6 la activacién de clonas de células B autorreactivas mediante reaccion cruzada por
mimetismo molecular [165]. Sin embargo, en mdultiples reportes se ha descrito que el uso
prolongado del adyuvante favorece la produccion de diversos autoanticuerpos entre ellos la IgG
anti-Fcy [134, 166, 172], como hemos mencionado hay mecanismos que inducen la produccion de
autoanticuerpo IgG anti-Fcy en el que la via inducida por TLRs promueve producciéon de

autoanticuerpo a través de una respuesta dependiente y/o independiente de células T [169 ].
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Ademas, en un caso particular se ha reportado la induccién de tolerancia al administrar adyuvante
[81].

Es por ello que para corroborar que la producciéon de autoanticuerpo 1gG anti-Fcy es debido al
antigeno IgY de paloma y no al efecto del adyuvante, se utiliz6 el esquema subcutaneo B de
inmunizacion. En este se emplearon dos reforzamientos con adyuvante y en las siguientes
inmunizaciones Unicamente IgY de paloma. La produccién de IgG anti-IgY alcanzé la meseta a
partir de la 42 semana, manteniendo la diferencia significativa hasta el final de la fase experimental.
En cambio, el nivel del autoanticuerpo IgG anti-Fcy se incrementd lenta y gradualmente hasta
iniciar una fuerte respuesta dirigida a la fraccion Fcy de inmunoglobulina en la 162 semana y
alcanzar el méaximo nivel en la semana 18. Lo anterior, sefiala que la presencia de IgY de paloma
induce la ruptura de tolerancia a la fraccién Fcy de inmunoglobulina y con ello la produccion de
autoanticuerpo IgG anti-Fcy, descartando asi el efecto del adyuvante. Bajo este esquema de
inmunizaciéon también fue evaluada la produccion de IgM anti-Fcy, durante el periodo de
evaluacion no hubo un incremento en el nivel de este autoanticuerpo. Sin embargo, la presencia de

IgG anti-Fcy indica que la poblacion de LB autorreactivos es dependiente de las células T.

Por otro lado, se han reportado otros modelos murinos de produccion de autoanticuerpo. Por
ejemplo se ha descrito que tras emplear un antigeno homologo (HSP70tg) proveniente de
Toxoplasma gondii, el nivel de autoanticuerpo se mantiene elevado incluso cuando el nivel de 1gG
dirigido al antigeno homolégo (IgG anti-HSP70tg) comenzé a declinar entre la 5% y la 7% semana
posterior al inicio de la inmunizacion [170]. En contraste, en nuestro modelo el nivel de anticuerpo
dirigido al antigeno homdlogo (1gG anti-lgY) mantuvo una elevada produccion durante 20 de las 23
semanas de la fase experimental. Mientras que el méaximo nivel de autoanticuerpo IgG anti-Fcy
tuvo una duracién de 2 semanas (16° a la 18 semana). Por otra parte, en un modelo murino
inducido mediante pristano la aparicion de autoanticuerpo 1gG anti-Fcy comenz6 5 semanas
después de la administracion del adyuvante [173]. En contraste, en nuestro modelo la aparicion del
autoanticuerpo fue observada de manera mas tardia, a partir de la 16* semana inicio el incremento

de IgG anti-Fcy.

Por otro lado, las diferencias descritas pueden estar dadas porque las cepas empleadas en esos
modelos son mas susceptibles que la cepa BALB/c que utilizamos en nuestro de modelo. Al
respecto, los estudios comparativos muestran que una de las diferencias entre las cepas susceptibles
a condiciones autoinmunes y la cepa BALBI/c es la aparicion mas tardia de la respuesta humoral en

esta Ultima [170]. Ademas, una de las razones originales de emplear la cepa BALB/c en nuestro
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modelo de produccién de IgG anti-Fcy es considerar que los sujetos no presentan una

predisposicion a desarrollar este tipo de autoanticuerpo.

Por todo lo anterior, es factible considerar que en nuestro modelo los procesos responsables de la
produccion de 1gG anti-Fcy, puedan reflejar los mecanismos de ruptura de tolerancia desarrollados
durante la neumonitis por hipersensibilidad asociada a la exposicion cronica del antigeno IgY de
paloma. También resulta interesante que del mismo modo que en pacientes con artritis reumatoide
los niveles mas altos de IgG anti-Fcy aparezcan en condiciones cronicas [78], a diferencia de otros
modelos inducidos mediante diversos agentes (bioldgicos y quimicos), en los que la produccion de

IgG anti-Fcy es casi simultnea o posterior a dos semanas de iniciado el tratamiento [173].

Aunque, no estudiamos los mecanismos detallados que permitieron que la inmunizacion subcutanea
de IgY indujera un elevado nivel transitorio de IgG anti-Fcy en plasma. Es probable que diversos

factores pudieran activar la poblacion de células B autorreactivas. Por ejemplo:

1) Se conoce que la prolongada inmunizacion con un antigeno filogenéticamente
relacionado puede promover un proceso de mimetismo molecular, reaccion cruzada y
eventualmente la produccion de autoanticuerpos [99, 164, 165]. Por lo tanto, la ruptura
de tolerancia a la fraccion Fcy en la cepa murina BALB/c posterior a la inmunizacion
con IgY de paloma es un evento factible.

2) La administracion prolongada de un antigeno favorece la activacion policlonal de las
células B [95, 112], en nuestro caso la activacion de la clona B autorreactiva especifica
a la fraccion Fcy.

3) Las modificaciones estructurales, como los cambios en la secuencia de aminoacidos,
por ejemplo causados por modificaciones post-transduccionales pueden ser favorecidos
durante una constante estimulacion de la respuesta inmune haciendo factible la
generacién de neoepitopes de la IgG [100, 123]. Con ello la activacion indirecta de la
poblacién de células B autorreactivas.

4) La presencia constante de un antigeno favorece la formacion de complejos inmunes
circulantes [80, 81, 103], en nuestro modelo constituidos por IgG acoplado a la 1gY.
Este complejo al ser reconocido por las células presentadoras de antigeno muestran
epitopes que activan las células T autorreactivas, las cuales eventualmente activan la
poblacion de células B autorreactivas.

5) Se ha reportado que la presencia de complejos inmunes circulantes en los que participa

inmunoglobulina 1gG2a, promueven la activacion de células plasmaticas foliculares y
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extrafoliculares. Estas Ultimas caracterizadas por ser células plasmaticas de vida corta y
productoras de autoanticuerpos como la IgG anti-Fcy [168]. Adicionalmente, ha sido
reportado que la ausencia de las células T reguladoras foliculares (Ter) facilitan que las
celulas dendriticas foliculares activen a las células T foliculares y con ello el
establecimiento de centro germinales y eventualmente células plasmaticas

extrafoliculares productoras de 19G anti-Fcy [174, 175].

Una peculiaridad interesante de nuestro modelo fue la intensa produccion transitoria de 1gG anti-
Fcy (16* a la 18% semana), aunque esto parece extrafio el comportamiento ha sido previamente
descrito en sujetos que fueron vacunados [79, 114]. Ademas, también se ha reportado la formacion
de células plasmaticas de vida corta productoras de IgG anti-Fcy en artritis reumatoide. Una
explicacion plausible para estos fendmenos, podria ser la formacién de complejos inmunes con la
capacidad de inducir la poblacion de células B autorreactivas [79, 114, 116], en el que
eventualmente los mecanismos homeostaticos promueven la supresién de la poblacion de las células
B.

Por otro lado, se han realizado diversos estudios enfocados en la “tecnologia de la IgY aviaria” cuya
principal aplicacion es emplear principalmente la IgY de gallina en la creacién de vacunas y anti-
venenos. Estos hallazgos han sefialado la generacion de efectos secundarios adversos como las
reacciones alérgicas y las anafilactoides, generados al emplear inmunoglobulinas [163, 176-179].
En este contexto, los resultados de nuestro modelo sugieren la posibilidad de que la IgY aviaria
pueda inducir la produccion de autoanticuerpos, lo cual estaria asociado a un mecanismo de
hipersensibilidad tipo Il en el que se generan complejos inmunes circulantes. Con base en todo lo
anterior, se adopt6 el esquema subcutaneo B de inmunizacién para los siguientes analisis en los
cuales se evalud la frecuencia de la poblacion de células T reguladoras CD4+CD25+Foxp3+.
Nuestro objetivo fue estudiar el mecanismo que pudiera estar asociado a la supresion de la
produccion del autoanticuerpo IgG anti-Fcy. Ya que los reportes de enfermedades autoinmunes y
modelos experimentales sefialan la participacion de la poblacion de células Treg

CD4+CD25+Foxp3+ en la supresion de células B autorreactivas productoras 1gG anti-Fcy [90, 180-

182].

Por lo que fue evaluada la frecuencia de la poblacion de células Treg a lo largo de la fase de
estudio. Para ello analizamos la poblacion celular CD4+ del grupo experimental proveniente del
bazo, la cual disminuyo gradualmente hasta la 16* semana (p= 0.0556). Lo que podria sugerir la

asociacion entre la poblacion CD4+ en el comienzo de la produccion de 1gG anti-Fcy, ya que
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estos dos eventos se suscitaron al mismo tiempo. En el caso de la poblacion CD4+CD25+ hubo
una fluctuacion en su frecuencia a lo largo de la fase de estudio, pero sin un cambio significativo
respecto al grupo control. Sin embargo, en esta poblacién CD4+CD25+ disminuyo la proporcion de
Foxp3+. En la 162 semana la poblacion CD4+CD25+ del grupo experimental presento una menor
proporcion de Foxp3+ respecto al grupo control, coincidiendo con el inicio de la produccion de 1gG
anti-Fcy. Aunque esto sugiere una asociacién entre el decrecimiento de la poblacion Tregs y la
produccion de autoanticuerpo, la disminucion de Foxp3+ en la poblacion CD4+CD25+ durante las
primeras semanas de la fase experimental fueron mas bajas respecto a la 16* semana. Ademas, la
expresion de Foxp3 en la poblacion CD4+CD25+ del grupo experimental se incremento
gradualmente en las semanas siguientes hasta que en la 18% semana la expresion de Foxp3 fue

normal, momento en el cual la produccion de IgG anti-Fcy alcanzo el méaximo nivel de produccion.

Lo anterior sugiere que la frecuencia de la poblacion de células Treg durante la maxima produccién
de IgG anti-Fcy, mantuvo valores normales pero probablemente fueron funcionalmente incapaces
de suprimir la produccién del autoanticuerpo IgG anti-Fcy, este comportamiento ha sido
previamente reportado en pacientes con enfermedades crénicas autoinmunes [183]. Otra
explicacion respecto a la baja frecuencia de las células Treg en las primeras semanas de
inmunizacion es que corresponden con una etapa permisiva que favorece la activacion de las células
B autorreactivas productoras de 1gG anti-Fcy. Esto podria estar asociado con la participacion de
mecanismos de regulacion de la inmunidad innata, como la cascada del complemento. Al respecto,
se ha reportado que la formacion de complejos inmunes (en nuestro modelo el complejo inmune
estaria constituido por IgG acoplado a IgY) favorecen los mecanismos de activacion de la via
clasica del complemento. En el que eventualmente el elemento C3b puede acoplarse a un receptor

inhibitorio presente en células Treg promoviendo la disminucion de Foxp3 [184, 185].

Por ello nuestra siguiente estrategia fue corroborar la participacion de las células Treg en la
declinacion de 1gG anti-Fcy. Para ello se depleto la poblacion de células Treg mediante el
anticuerpo monoclonal anti-CD25 clona PC61 y se considerd que el efecto del tratamiento es de 10
dias [186, 187]. La deplecidn se realizd en dos etapas previas a la fase de produccion de IgG anti-
Fcy (semana 7 a 9, y semana 11 a 13) y en la etapa inicial de produccion del autoanticuerpo
(semana 16 a 18). Posterior al inicio del ensayo de deplecion, esperabamos identificar un
incremento en el nivel del autoanticuerpo 1gG anti-Fcy. Sin embargo, no hubo una diferencia entre
el grupo experimental y el grupo experimental depletado. Ademas, debe considerarse que el grupo
experimental de la fase experimental 1y los grupos experimentales (con y sin tratamiento) de fase

experimental de deplecion presentaron una cinética y nivel similar de IgG anti-Fcy (Figural5).
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Por otro lado, la proporcion de Foxp3 en la poblacion CD4+CD25+ en la fase experimental 1

(correspondiente a semanas 2, 4, 12, 16, 18 y 23) y la fase experimental de deplecion

(correspondiente a semanas 7, 9, 11, 13, 16 y 18*) mostraron una tendencia similar (Figura 16).

Estos resultados entre las dos fases experimentales confirman la reproducibilidad del fendmeno

inducido por la IgY.

Finalmente en estos andlisis, debe considerarse que en todos los individuos del grupo se observd

mediante el analisis de FlowJo que la deplecion fue realizada correctamente. Ante los resultados

mostrados sugerimos las siguientes explicaciones

a)

b)

La poblacion de células Treg durante la cinética de produccion de 1gG anti-Fcy presentan
una anomalia para suprimir la poblacion de células B autorreactivas [188]. Al respecto, en
diversos modelos murinos knockout se ha observado que la baja densidad de moléculas
inhibitorias promueven un incremento en la poblacién de células T foliculares cooperadoras
(Ten) y con ello la activacion de células B autorreactivas. Por ejemplo, se ha observado en
modelos experimentales en los que se deleto o suprimid la expresion de CTLA-4 una
desregulacion en los centros germinales de las Try. En este mismo estudio se ha inferido
que la via de accion de CTLA-4 es independiente de las moléculas B7.1y B7.2.; y por ende
la propia sefializacion de CTLA-4 induce la supresion/inhibicién de las células B
autorreactivas [189]. Adicionalmente, en pacientes con artritis reumatoide se ha reportado
una disminucion de CTLA-4 [188].

Otra probable anomalia que podrian sufrir las células Treg es una deficiencia en la
supresion que ejercen sobre el receptor FcyRIlb. Aunque aun no se ha identificado el
mecanismo preciso se ha reportado que en el modelo K/BxNsf hay una reduccién de

FcyRIIb en las células plasmaticas asociado [190].

Durante la fase experimental de nuestro modelo, las células B autorreactivas presentan un
fenotipo que las protege de los principales mecanismos de supresion ejercidos por la
poblacién CD4+CD25+Foxp3+. Por ejemplo, previamente se ha reportado gque en pacientes
con artritis reumatoide las células B productoras de IgG anti-Fcy, tienen una menor
expresion de Fas porque hay una mayor endocitosis de la molécula, por lo que la apoptosis
de las células Treg es un mecanismo menos relevante en la supresion de la poblacion de
celulas B autorreactivas [183].

En el caso del modelo K/BxNsf, se ha descrito la presencia de células plasmaticas

autorreactivas que se caracterizan por presentar una disminuciéon en la expresion de
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CXCR4, esta condicidn impide el homing de esta poblacion autorreactiva y su acumulacion
en los centros germinales y la eventual produccion de 1gG anti-Fcy [190]. Adicionalmente,
en términos generales se ha descrito que las células B autorreactivas tienen una menor
expresion de receptores de homing [191, 190]y una menor densidad de receptores de
sobrevida como los receptores de BAFF [108].

c) Los datos de nuestro modelo in vivo podrian sugerir que las células Treg suprimen/inhiben
otra poblacién de células B convencionales durante un periodo mayor de la fase
experimental. Es decir, las células Treg tienen como primer blanco suprimir la poblacion de
células B “convencionales” productoras de IgG anti-lgY. Constituyendo la produccion de
IgG anti-Fcy un efecto secundario, las células Treg no estan enfocadas en erradicar la
produccién de este autoanticuerpo.

d) Existen otras poblaciones celulares que directa o indirectamente podrian ser el principal
supresor de la poblacién de células B autorreactivas. Por ejemplo, se ha reportado en lupus
eritematoso sistémico que la poblacion de células T CD8+CD28- se encargan de suprimir
la poblacion de LT efectora [192], lo que eventualmente llevaria a la supresion de los
linfocitos autorreactivos asociados con la produccion de autoanticuerpos.

e) La poblacion de LB autorreactivos productores de autoanticuerpos modulan la funcion de
la poblacion de células Treg, y promueven un ambiente proinflamatorio. Se ha reportado,
que los LB tienen la capacidad de alterar la frecuencia y funcién de las células Treg, al
promover un microambiente proinflamatorio [193], lo cual esta asociado a una disminucion

de la poblacion CD4+ y un incremento en la poblacion CD4+CD25+Foxp3+ [193].

Mediante el ensayo de deplecion con el anticuerpo monoclonal anti-CD25, la Gnica diferencia que
podria sugerir una asociacion entre la poblacion de células Treg y la respuesta humoral fue
observada en el ensayo de la 162 semana. En el cuarto dia después de iniciado el tratamiento con
anti-CD25, el nivel de IgG anti-IgY disminuyo y posteriormente alcanzé el nivel de produccion
previo a la deplecion. En cambio, la produccion del autoanticuerpo 1gG anti-Fy mantuvo el mismo

nivel de produccién después del cuarto dia.

Por lo anterior, en nuestro modelo de ruptura de tolerancia la frecuencia de la poblacion de células
Treg podria no incidir directamente en la declinacion de la produccion de autoanticuerpo IgG anti-
Fcy, por lo que es factible que mecanismos inhibitorios mediados por receptores como FcyRIIb
(CD32b) participen en la supresion de la poblacién de las células B autorreactivas productoras de

IgG anti-Fcy [194]. Ademés, diversos reportes han sefialado que las células B autorreactivas
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expresan una menor proporcién de receptores de activacion y coestimulacién respecto a las células
B convencionales, por lo tanto bajo condiciones de competencia las células B autorreactivas
presentan una menor sobrevida y por ende hay una declinacion abrupta de la produccion de 1gG
anti-Fcy. Por ejemplo, se ha reportado que BAFF y APRIL son ligandos indispensables para el
desarrollo de las células B [108, 109].

Con este modelo hemos demostrado que la IgY de paloma tiene la capacidad inmunogénica de
activar la poblacion de células B autorreactivas productoras de IgG anti-Fcy. Nuestro objetivo
principal fue demostrar que la inmunizacion con IgY tiene la capacidad de inducir la produccion de
autoanticuerpo IgG anti-Fcy y eventualmente establecer un modelo con el cual poder analizar los

diversos mecanismos asociados a la ruptura de tolerancia a la fraccion Fcy de inmunoglobulina.

En este sentido, debe considerarse que estudios comparativos de los esquemas de inmunizacion
intranasal y subcutaneo han descrito que el nivel de IgG antigeno especifico es semejante y que el
comportamiento en la cinética de produccion es similar [195-197]. Sin embargo, entre las
diferencias descritas entre la estimulacion de mucosas v la realizada via subcutanea, se indica que
las células participantes en la inmunizacién de las mucosas es de perfil Thl, mientras que en la via
subcutdnea se promueve una respuesta de perfil Th2 [195]. Un dato interesante es que diversos
estudios han reportado la produccion de autoanticuerpos IgA anti-Fcy, incluso afios antes del
comienzo de la patologia extra-articular [78, 116, 117, 198]. Por ejemplo, se ha reportado que en
enfermedades pulmonares la asociacion entre la aparicion del autoanticuerpo anti-Fcy con la

exposicion a agentes infecciosos y/o la exposicion a agentes noxicos como el tabaco [78, 199].

CONCLUSIONES

Por lo anterior, debe considerarse que nuestro modelo de produccién de autoanticuerpo 1gG anti-
Fcy constituye una herramienta para el estudio de los mecanismos asociados a la ruptura de
tolerancia de la fraccion Fcy de inmunoglobulina. Un hallazgo interesante fue la asociacion entre la
frecuencia de la poblacion de células Treg y produccion del autoanticuerpo. En el que el mecanismo
exacto a estos eventos resulta desconocido pero en los que probablemente involucra la formacién de
complejos inmunes, y que seran abordados en el siguiente proyecto. El siguiente objetivo es
identificar los mecanismos de supresion que conllevan a la declinacion del autoanticuerpo. Ademas
es necesario implementar el modelo en el que mediante la estimulacion de las mucosas se
identifique el incremento en el nivel de autoanticuerpo IgG anti-Fcy y analizar si hay otros

mecanismos fisiopatoldgicos e inmunoldgicos asociados a la ruptura de tolerancia de la fraccion
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Fcy de inmunoglobulina y a la neumonitis por hipersensibilidad asociada a la exposicion de

palomas.

PERSPECTIVAS

Los complejos inmunes circulantes pueden promover la activacién de la poblacion de células
autorreactivas T y autorreactivas B, con ello la produccion de autoanticuerpo anti-Fcy. Su
declinacion probablemente est4d dada por mecanismos de supresién asociados a receptores
inhibitorios (como FcyRIIb). Nuestro siguiente objetivo sera estudiar la asociacion entre los
complejos inmunes y los mecanismos celulares y moleculares que se suscitan previo, durante y

posterior a la respuesta humoral autoinmune reactiva a Fcy.
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ABSTRACT

The breakdown of immunological tolerance due to the activation of autoreactive B and T cells triggers
physiopathological processes. An example of such conditions is the production of IgG autoantibodies
specific for the Fc portion of IgG (anti-Fcy 19G). Previous reports have shown that patients with
pigeon-related hypersensitivity pneumonitis exhibit an increase in the serum levels of anti-Fcy IgG.
There is no in vivo model for the study of this condition and the immunological mechanisms of toler-
ance breakdown associated with sensitization by pigeon antigens are still unknown. In this work, we
show that the repeated immunization of BALB/c mice with pigeon IgY during 16-weeks induces the
production of anti-Fcy IgG and keeps their high levels for seven weeks. The late appearance of anti-
Fcy IgG autoantibodies in the plasma is similar to what has been reported in other experimental auto-
immune models. With the occurrence of anti-Fcy IgG, there is a reduction in the proportion of
Foxp3 -+ cells (regulatory T cells, Tregs) within the population of splenic CD4 + CD25 + T cells. Thus, our
data showed that the immunization of BALB/c mice with IgY promotes the production of anti-Fcy IgG
along with a decrease in Tregs in the spleen. We propose that immunization of mice with pigeon anti-
gens, like IgY can provide a model to study the immunological mechanisms involved in the develop-
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ment of pigeon-related hypersensitivity pneumonitis.

Introduction

Autoimmunity is a complex process in which a rupture of tol-
erance leads to the activation of self-reactive B and T cells
resulting in the production of antibodies specific for self-mol-
ecules (autoantibodies) or of effector T cells specific for self-
antigens. IgG is one the most frequent and interesting targets
of autoantibodies. Autoantibodies specific for the Fc portion
of IgGs (anti-Fcy IgG) have been frequently found in several
conditions, including autoimmune diseases, advanced age, dif-
ferent infectious and inflammatory disorders, as well as in
some neoplasms [1-4]. Different experimental models have
reported the appearance of anti-Fcy autoantibodies after the
immunization of animals with proteins that have homology to
self-antigens, such as collagen II and HSP70. In such cases,
the production of anti-Fcy IgG autoantibodies has been
observed as a secondary event after the initial generation of
antibodies against the foreign antigen [5-7]. However, the
mechanisms associated with the production of anti-Fcy auto-
antibodies have not been clearly defined.

Anti-Fcy IgG  autoantibodies have been detected in
patients with hypersensitivity pneumonitis induced by
pigeon antigen [8,9]. Pigeon antigen is a complex mixture of
pigeon droppings, bloom (keratin microparticles from fea-
ther) and serum found in the environmental dust of pigeon-
breeding places and in parks with flocks of them, as well as

in feather duvets. Several reports have shown that the inhal-
ation of this "dust” can induce a humoral immune response
against pigeon antigens, such as mucin and keratin [9-11],
and it has been shown that patients with hypersensitivity
pneumonitis develop antibodies against components of the
pigeon serum [12,13].

IgY is the major immunoglobulin class present in birds,
reptiles and amphibians, and it is phylogenetically and func-
tionally related to the mammalian IgG [14,15]. Several stud-
ies have reported the presence of immunoglobulins in faeces
[16-18], so it is common to find IgY in pigeon’s droppings
and therefore in the pigeon antigen. Due to structural simi-
larities between regions of IgG and IgY, it is feasible that
IgY is responsible for stimulating the production of anti-Fcy
autoantibodies in individuals exposed to dust with pigeon
antigens.

B cell activation that results in antibody production
against protein antigens, including the production of auto-
antibodies, requires T cell cooperation. T cell activity is
regulated by a subset of CD4 T cells known as regulatory
T cells (Tregs) that are crucial for maintaining immuno-
logical tolerance [19]. Several clinical and experimental auto-
immunity studies have shown the existence of quantitative
and functional alterations in these cells [20]. It is relevant to
mention that an impaired function of Tregs has been
reported in patients with hypersensitivity pneumonitis
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[21,22], but the precise role of Tregs in pigeon-related
hypersensitivity pneumonitis and the production of anti-Fcy
autoantibodies has not been analyzed yet.

We show that the immunization of BALB/c mice with
purified pigeon IgY induces the production of anti-Fey IgG
autoantibodies, providing us with a model to study the
breakdown of immunological tolerance to IgG in patients
with pigeon-related hypersensitivity pneumonitis. In add-
ition, we demonstrate that the appearance of anti-Fcy IgG
autoantibodies is associated with a decrease in the frequency
of Treg (CD4+ CD25+ Foxp3+) cells in the spleens of
immunized mice, which suggests a role for these cells in
maintaining immunological tolerance.

Materials and methods
Purification and analysis of IgY

The immunoglobulin Y (IgY) was purified from pigeon
(Columba livia) egg yolks using a commercial kit (Pierce™
Chicken IgY Purification Kit, cat. no. 44918, Thermo
Scientific Pierce, Rockford, IL) following the instructions of
the manufacturer. The concentration of purified IgY was
determined using a kit based on the method of Lowry
(Protein Assay Kit, cat. no. 500-01 14, Bio-Rad, Hercules,
CA). The purity and molecular weight of the protein chains
were assessed by SDS-PAGE. The molecular weight was esti-
mated with molecular weight markers (Precision Plus
Protein™, cat. no.161-0373, Bio-Rad, Hercules, CA).

Mice

Male BALB/c mice (aged 4-6 weeks) were obtained from the
animal facility at the Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias (INER) and maintained under barrier condi-
tions with food and water ad libitum. All procedures were
performed according to protocols approved by the Bioethics
Committee of the INER.

Two immunization schemes were used (Figure 1(B)). For
the scheme A, the control and experimental groups included
4 animals each (n=4), while for the scheme B, the test
groups were of 30 mice each (n=30). For the immunization
scheme A, the antigen (IgY) was subcutaneously inoculated
to mice from the experimental group every seven days until
their sacrifice at the 23rd week. Fifty micrograms of IgY in
complete Freund’s adjuvant was used for the first immuniza-
tion and 25ug of IgY in incomplete Freund’s adjuvant for
the subsequent inoculations. The mice from the control
group were injected with PBS in adjuvant and both the con-
trol and experimental mice were bled weekly. These animals
were restrained in a plastic chamber with their tails exposed,
to allow an easy removal of the tip with sharp dissection
scissors. Fifty microlitres of blood was collected in a plastic
tube containing 12.5ul of EDTA solution (22.5 pg/pl). After
centrifugation, the plasma was collected and kept at —20°C
until analyzed [23,24].

For the immunization scheme B (Figure 1(B)), the anti-
gen (IgY) was inoculated subcutaneously to mice of the
experimental group (n=30) every week. We employed

50ug of IgY in complete Freund’s adjuvant for the first
immunization, 25 pg of IgY in incomplete Freund’s adjuvant
for immunization on the first and second weeks and 25 pg
of IgY in PBS (without adjuvant) for subsequent inocula-
tions. To obtain the blood and the spleen, 4-6 mice from
the control and experimental groups were sacrificed at 2, 4,
12, 16, 18 and 23 weeks. The plasma was collected from
each animal and kept at —20°C until analyzed. Mice in the
control group (n=30) were injected only with PBS and
adjuvant, with the Freund’s complete adjuvant for the first
administration and with the Freund’s incomplete adjuvant
for the 2nd and 3rd administration. Afterwards, they were
only injected with PBS.

ELISA

The antibodies against IgY (anti-IgY) were detected using
pigeon IgY as antigen adsorbed to the solid phase, while the
autoantibodies specific for Fcy (anti-Fcy) were detected
using the commercial mouse Fcy fragments (Jackson
ImmunoResearch; ChromPure Mouse IgG Fc; cat. no. 015-
000-008, West Grove, PA) as antigen. In both cases, wells of
polystyrene plates (Costar E.IA./RIA. 8 well strips flat bot-
tom, cat. no 2580, Corning Incorporated Costar" Kennebunk,
ME) were coated with 100 pl of IgY or Fcy (5pg/ml) in a
sodium carbonate buffer (0.05 M, pH =9.6) during 3 hours at
37°C and with slow agitation and afterwards they were
blocked with PBS-Tween with bovine serum albumin (3%)
for 2 hours. After washing, 100 ul of plasma from the experi-
mental animals (in an optimal dilution for IgY and Fcy) was
added to the wells and incubated for 1 hour. After washing,
100 pl of biotin-conjugated goat F(ab’)2 specific for mouse
F(ab’)2 (dilution 1:30 000, Jackson ImmunoResearch; cat. no.
115-066-072, West Grove, PA) was added and subsequently
incubated for one hour. After another washing step, 100 ul of
peroxidase-conjugated streptavidin (dilution 1:10 000, Sigma-
Aldrich; cat. no. S5512, St. Louis, MO) was added and incu-
bated for one hour, After each incubation step, the plates
were washed three times with PBS-Tween-albumin 3%.
Finally, 100 pl of citrate buffer (0.1 M, pH =5.0) with 0.4 mg/
ml o-phenylenediamine and 10 pl H,O, (30%) was added and
the reaction was stopped after 12 minutes with sulphuric acid
2.5N. The absorbance was read at 492 nm using a microplate
reader. The plasma of MRL/lpr mice (age 15 weeks) was used
as a positive control for the identification of anti-Fcy IgG
autoantibodies.

Determination of Foxp3 + CD4 + CD25 + cells by flow
cytometry

Four to six mice from the control and experimental groups
under immunization scheme B were sacrificed at weeks 2, 4,
12, 16, 18 and 23, and the spleens were obtained. Spleens
were disrupted and single-cell suspensions were obtained.
The mononuclear cells were isolated from the suspension
using density gradient centrifugation with Lymphoprep™
(Axis-Shield, cat. no.1114547, Oslo, Norway) and stained
with a commercial Treg detection kit (Miltenyi Biotec, cat.
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Figure 1. Purification of pigeon IgY and immunization of BALB/c mice. (A) SDS-PAGE of pigeon IgY from egg yolk. Lane 2: molecular weight markers. Lanes 4 and
5: purified pigeon IgY (5 pg and 10 pg, respectively). (B) Immunization schemes: in scheme A, BALB/c mice were immunized with 50 g of pigeon IgY/100 pl PBS
emulsified with complete Freund'’s adjuvant at day 0. Subsequently, mice were boosted with 25 pg of pigeon IgY/100 ul PBS emulsified with incomplete Freund’s
adjuvant weekly (days 7, 14, 21, etc.) for 22 weeks to subsequently sacrifice the animals in the 23rd week. Mice were bled every week before being immunized.
BALB/c mice from the control group were injected with PBS and adjuvant only. In scheme B, BALB/c mice of the experimental group were immunized with 50 pg of
pigeon IgY/100 pl PBS emulsified with complete Freund’s adjuvant at day 0. Subsequently, mice were boosted with 25 ug of pigeon IgY/100 pl PBS emulsified with
incomplete Freund's adjuvant at Tst and 2nd week and with 25 jg of pigeon IgY/100 i PBS (without adjuvant) on weeks 3, 4, 5, 6, etc. to complete 22 weeks. At
weeks 2, 4, 12, 16, 18 and 23, four to six mice were sacrificed to collect sera and spleens. The mice of the control group were injected with 100 ul PBS with or with-

out adjuvant.

no. 130-094-164, Bergisch Gladbach, Germany). The staining
was carried out for 10 minutes at 4°C using anti-CD4 anti-
bodies conjugated with FITC and anti-CD25 antibodies con-
jugated with PE. Afterwards, the cells were washed using
FACS buffer and permeabilized for 30 minutes before doing

an intracellular staining with anti-Foxp3 conjugated with
APC for 15 minutes at 4°C. The events (100,000) were
acquired with a FACSAria II cytometer at the Flow
Cytometry Unit of the INER and the data were analyzed
with the FlowJo software.
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Figure 2. Weekly administration of IgY plus adjuvant promotes the production of anti-Ig¥ IgG and anti-Fcy IgG. Kinetics of antibody production in BALB/c mice
immunized according to scheme A of immunization. The experimental and control group BALB/c mice were bled and the plasma was collected. The production of
anti-lgY |gG antibodies (A) and anti-Fcy IgG autoantibodies (B) was evaluated with ELISA. All data are representative of two independent experiments and are
shown as the median and 95% confidence interval (n=4). Statistical analysis was performed using non-parametric Mann-Whitney U-test, two-tailed. **p < .003,

p=.0286.

Statistical analysis

The statistical analysis was performed using the Prism soft-
ware (GraphPad Software, San Diego, CA) by the nonpara-
metric Mann-Whitney U-test. A p value <.05 was
considered as significant. The data are presented as medians
with their 95% confidence intervals.

Results

Purification of pigeon IgY for the immunization of
BALB/c mice

The purity of pigeon IgY was evaluated using SDS-PAGE.
Coomasie blue staining revealed the presence of two bands
with molecular weights of 75kDa and 25kDa corresponding
to the heavy and light chains of the pigeon IgY molecule
(Figure 1(A)).

Levels of anti-IgY IgG antibody and anti-Fcy IgG
autoantibody in BALB/c mice immunized weekly with
pigeon IgY

To simulate chronic exposure to an avian antigen, we sub-
jected the mice to weekly immunizations with pigeon IgY
with a constant use of adjuvant (immunization scheme A).
Under this scheme, we found a steady increase in the anti-
IgY IgG in the plasma of immunized animals from week 4
until week 9, and an elevated level was maintained until
week 14. At 15-17 weeks, the level of anti-IgY decreased
slightly, but the elevated levels were recovered from week 18
onwards (Figure 2(A)). The plasma of the control mice did
not show reactivity against the pigeon IgY molecule.

The plasma from both the control and the immunized
groups of mice (scheme A) was analyzed for the presence of
anti-mouse Fcy IgG autoantibodies. The control group
showed a small degree of reactivity against the Fcy, a higher
reactivity than with the IgY. In contrast, a gradual increase
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Figure 3. Weekly administration of pigeon IgY in BALB/c without the use of adjuvant induces a sharp increase in the level of IgG anti-Fcy antibodies at week 18.
Kinetics of antibody production in BALB/c mice immunized according to the scheme B of immunization. The experimental and control group BALB/c mice were
bled and the plasma was collected. The production of anti-IgY IgG antibodies (A) and anti-Fcy IgG auteantibodies (B) was evaluated with ELISA. MRL/Ipr serum was
used as control positive for anti-Fcy 1gG. All data are representative of two independent experiments and are shown as the median and their 95% confidence inter-
val (n =4-6). Statistical analysis was performed using non-parametric Mann-Whitney U-test, two-tailed. *p < .0320, **p < .0096.

in the levels of anti-Fcy IgG was observed in the plasma of
mice of the experimental group immunized with IgY (Figure
2(B)). After 11 weeks, the level of anti-Fcy antibodies was
found to be significant compared to the plasma of the con-
trol group. Beginning at week 7, the levels of anti-Fcy anti-
bodies maintained a plateau until week 16. After week 18,
the levels of anti-Fcy IgG antibodies started to decrease and
became non-significant compared to their levels in the
plasma of the control group (non-immunized mice).

As shown in Figure 2(B), weekly immunizations with IgY
plus the adjuvant induced a biphasic anti-Fcy IgG autoanti-
bodies response. To investigate whether this effect is
dependent on the continuous use of the incomplete adju-
vant, we evaluated the production of anti-Fey IgG

autoantibodies in mice immunized with IgY under a differ-
ent scheme. The adjuvant was used only during the first
three immunizations, and from week 4 onwards, the immu-
nizations were done with IgY in PBS (scheme B, see
Materials and methods). Within these groups, 4-6 mice
were sacrificed at weeks 2, 4, 12, 16, 18 and 23 (Figure
1(B)). The plasma from the sacrificed mice was used to
evaluate the presence of anti-IgY and anti-Fcy antibodies
and their spleens were used to determine the proportion of
Foxp3 + cells within the population of CD4 + CD25 + cells.
The production of anti-IgY IgG in the immunized group
reached the plateau during the 4th week and maintained
this level for up to 18 weeks (Figure 3(A)). After 18 weeks, a
slight decrease in the levels of anti-IgY IgG was evident, but
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it remained significant (p < 0.032) when compared to the
control group until the final stages of the protocol in the
23rd week.

The plasma levels of the anti-Fcy IgG in both the experi-
mental and control groups showed similar low values in the
second week, but they gradually increased in the experimen-
tal group from week 2 until week 16. At week 18, there was
a sharp significant increase in the levels of anti-Fcy IgG
(p=.028). The increment did not last, the levels of anti-Fcy
autoantibodies had decreased by week 23, but the differences
remained significant when compared to the control group
(p=.004) (Figure 3(B)).

Frequency of CD4 + CD25 + Foxp3 + Treg cells in the
spleens of BALB/c mice immunized with pigeon IgY

The spleens of mice immunized with pigeon IgY under the
immunization scheme B were used to evaluate the proportion
of Treg (CD4 + CD25 + Foxp3+) cells (Figure 4). During the
research work (weeks 2-23) in both the experimental and
control groups, the proportion of CD4+-cells within the
mononuclear cells in the spleens of mice remained fairly con-
stant (experimental group median =22.24%, Cl=17.6-30.2;
control group median = 26.16%, CI=18.3-33.0). The propor-
tion of CD44-CD25+cells was also similar between the
immunized and the control groups (experimental group
median =2.019%, CI=1.35-2.94; control group
median = 1.70%, CI = 1.38-2.51), not beyond the normal val-
ues according to previous reports. It was interesting that the
percentage of Foxp3 + cells within the
CD4 + CD25 + population (Tregs) in the immunized group
was significantly smaller (p=.0043) during the second week
with the pigeon IgY when compared to the control group
(median = 29.90%, CI=16.88-48.04, vs. median = 79.30%,
CI=73.47-86.26). Thereafter, the experimental group showed
an increase in Foxp3 expression into the CD4+
CD25 + population, and on the 12th week, the proportion of
Foxp3 +cells into the CD4+ CD25+ population of the
immunized group showed a median frequency of 85.05%
(CI = 83.44-87.83), very similar to the control group median
of 85.60% (CI=83.68-89.16). It is interesting that on the
16th week, the proportion of Foxp3+cells in the
CD4+ CD25 + population  of the immunized group
(median = 70.10%, CI= 57.80-74.80) showed a slight but sig-
nificant decrease compared to the control group
(median = 80.80%, CI=79.10-82.08) (p=.0079). It is note-
worthy that this event overlapped with the sharp increase in

anti-Fcy IgG in the sera of mice from the experimental
group.
Discussion

The anti-IgG antibody production has been reported as a
frequent serological finding in a variety of physiopathologi-
cal settings. Clinical and experimental observations have
emphasized the presence of several predisposing factors, dif-
ferent triggering conditions, and a variety of control mecha-
nisms when IgG autoantibodies appear. In this study, we

show that continuous (weekly) immunization of mice with
pigeon IgY induces the production of anti-Fcy IgG autoanti-
bodies. This result could provide us with a model for
the study of the mechanisms involved in the production of
anti-Fcy IgG autoantibodies detected in patients with hyper-
sensitivity pneumonitis associated with exposure to avian
antigen [8].

We used two immunization schemes, in scheme A the
mice were treated with the complete Freund’s adjuvant
along the first week and all the subsequent immunizations
were done with the Freund’s incomplete adjuvant (weeks
2-23). This immunization scheme produced a strong and
fast anti-IgY antibody response, along with the gradual
appearance of anti-Fcy IgG autoantibodies in the plasma.
The autoantibodies remained at high levels for 7-8 weeks
and started to decline after 18 weeks. It is noteworthy that
this decline of anti-Fcy IgG autoantibodies in the plasma
levels was not observed in the anti-IgY antibodies, which
remained elevated until the end of the experiments at week
23. The different kinetics of the responses observed in the
anti-IgY and the anti-Fcy suggest that the antibodies react-
ing to each antigen are different.

The gradual appearance of the anti-Fcy IgG autoantibod-
ies in the plasma of mice immunized with IgY plus the adju-
vant is in accordance with previous studies reporting that
the constant presence of adjuvant favours the production of
autoantibodies such as anti-Fcy IgG [25,26]. It was found
that the presence of pigeon IgY and not the continuous and
prolonged exposure to the incomplete Freund’s adjuvant
was the cause for inducing the production of anti-Fcy IgG
autoantibodies. To test this result, we used a different
immunization scheme (scheme B) using the adjuvant only
in the first three treatments. The second immunization
scheme also produced high plasma levels of anti-Fcy autoan-
tibodies, suggesting that this result is related to the immune
response against pigeon IgY and not to the effect caused by
the adjuvant itself.

Our work has shown that immunization with pigeon IgY
induces the production of autoantibodies, and this adverse
reaction (the production of anti-Fcy IgG) must be acknowl-
edged and analyzed if avian IgY is employed for immuno-
therapies, as well as other considerations [27,28]. For
example, it has been reported in normal human plasma that
antibodies against bird immunoglobulins may occasionally
inhibit IgY antivenoms. Autosensitization is an additional
alternative where the presence of cross-reactive anti-IgG
may eliminate some benefits of IgY antivenom treatments
[28]. On the other hand, the immunogenic capacity of the
avian IgY might be associated with certain hypersensitivity
responses such as allergic and anaphylactoid reactions that
can be induced when immunoglobulins are employed for
antivenoms or vaccines [29,30].

Even if we have not studied the detailed mechanisms
where pigeon IgY induces the production of anti-Fcy IgG,
it seems likely that the plasma levels of anti-Fcy IgG are
the result of several factors that can activate B cells
[31,32]. In this context, the production of anti-Fcy
IgG autoantibodies may be a subsequent event after
the formation of circulating immune complexes [33].
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Figure 4. The proportion of Foxp3 + cells in the CD4 + CD25 + population of the experimental group showed a slight decrease with respect to control group at
week 16. (A) Representative histograms of experimental and control group showing the expression of Foxp3 into CD4 + CD25 + cells in weeks 16, 18 and 23. (B)
Proportion of Foxp3 + expression into the CD4 +CD25+T cell population in spleen from BALB/c mice immunized according to the scheme B of immunization
(Figure 1B). The frequency of regulatory T cells gradually increased until reaching the normal value. All data are representative of two independent experiments
and are shown as the median and 95% confidence interval. Each dot represents an individual mouse. Statistical analysis was performed using non-parametric

Mann-Whitney U-test, two-tailed. *p < .020, **p < .0080.

Furthermore, it has been proposed that prolonged immun-
ization with a phylogenetically related antigen can result
in molecular mimicry, cross-reactivity and, eventually, the
production of autoantibodies [32,34-37]. Therefore, anti-
Fcy IgG autoantibody production in mice after immuniza-
tion with pigeon IgY was not an unexpected finding con-
sidering that bird and mammalian immunoglobulins are

phylogenetically related glycoproteins and that they may
share some antigen similarities [14,15].

IgG is a well-recognized target for autoantibodies, and it
has been proposed that these autoantibodies might be
induced after an antigen-driven process in which the antigen
is a modified or altered immunoglobulin. These modifica-
tions could involve structural, conformational and/or amino
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acid sequence changes, and these may explain the develop-
ment of an immune response against self-IgG [38,39]. In
our model, the maximum levels of anti-Fcy autoantibodies
were found at 16-18 weeks of immunization, and even if
decreased afterwards, they remained at higher levels than
those of the control animals until the 23rd week. Although
this is a peculiar phenomenon, the transitory production of
anti-Fcy IgG autoantibodies has been previously described
[40,41]. One probable explanation for this phenomenon
could be the formation of immune complexes with the cap-
acity to induce a population of autoreactive B cells specific
to a particular amino acid sequence [33,38,42].

In addition, that anti-Fcy IgG autoantibodies can be
detected in the circulation of healthy subjects demonstrates
the existence of autoreactive B cell clones and furthermore,
that a transient imbalance in their regulation can allow the
activation of these autoreactive B cell clones [3,33,38]. Even if
natural exposure to IgY antigen through inhalation is the
most common cause of pigeon hypersensitivity pneumonitis
[7], our study has demonstrated that the subcutaneous
immunization with pigeon IgY induces the production of
anti-Fcy autoantibodies, and this has been previously reported
in the sera of patients with hypersensitivity pneumonitis.

Although comparative studies between intranasal and sub-
cutaneous immunization have shown that the kinetics and the
antigen-specific IgG levels in serum are similar, it is possible
that the immunological mechanisms involved could be differ-
ent [43-45]. Previous studies have reported the production of
anti-Fcy IgA autoantibodies at the onset of the extra-articular
pathology. In lung diseases, the occurrence of anti-Fcy auto-
antibodies is associated with the exposure to infectious agents
and/or to the exposure to noxious agents as tobacco
[40,41,46]. The exact mechanism is unknown, but it probably
involves the formation of immune complexes.

It is usually considered too that subcutaneous immuniza-
tion is more immunogenic than immunization through
mucosal surfaces, but it is possible that other components of
pigeon antigen may act as adjuvants increasing the immuno-
genicity of IgY. Thus, it would be important to compare
both routes of immunization with IgY in this model, the
kinetics and levels of the induced anti-Fcy IgG autoantibod-
ies and the immunological mechanisms involved.

In patients with autoimmune diseases, as well as in experi-
mental models of autoimmunity, the participation of Treg
(CD4 + CD25 4 Foxp3+) cells has been documented before
[47-51]. Treg cells that suppress the production of anti-Fcy
IgG could be responsible for maintaining tolerance. Hence,
we evaluated the proportion of Treg cells in the experimental
animals at different time points during the research. It is
important that the proportion of FoxP3 + cells among the
CD4 + CD25 +cells showed a decrease at the 16th week,
coincident with the appearance of anti-Fcy IgG in the plasma
of the immunized animals. Although this might suggest a
relationship between the decrease in Tregs and the produc-
tion of autoantibodies, the expression of Foxp3 among
CD4 + CD25 +cells during the first weeks of immunization
was lower than at the 16th week and increased in the follow-
ing weeks. Thus, the proportion of Tregs was normal at the
18th week when the production of IgG anti-Fcy was at its

peak. This suggests that even if the proportion of Treg cells
remained normal, these cells were functionally incapable of
suppressing the production of IgG anti-Fcy which is similar
to what was reported in patients with chronic autoimmune
disease [52]. As an alternative, it could be proposed that the
low  percentages  of  FoxP3+cells  within  the
CD4 + CD25+ population during the initial weeks of
immunization created a permissive condition that may con-
tribute to the breaking of tolerance at the 18th week.

In addition, the low expression of Foxp3+
CD4 + CD25 + cells during the onset of the production of
1gG anti-IgY could be caused by regulatory mechanisms of
innate immunity, such as the complement [53,54]. In this
context, it is likely that IgG against IgY has produced circu-
lating immune complexes during the first weeks of immun-
ization [33,55]. As a consequence, the classical complement
pathway was activated stimulating a decrease in the expres-
sion of Foxp3 through the inhibitory receptors on the Tregs
[53,54,56,57].

Other factor that could explain a decrease in the levels of
anti-Fcy autoantibodies after 18 weeks is the decay of autor-
eactive B cells. Several studies have reported that autoreac-
tive B cells express low density of costimulatory molecules
and of receptors for essential growth factors [58,59]. Thus,
autoreactive B cells have a reduced capacity to survive com-
pared with conventional B cells, and these cells will grad-
ually decline, affecting the production of IgG anti-Fcy.
Additionally, circulating immune complexes might induce
the inhibition of autoantibody production by binding to the
FcyRIIb on autoreactive B cells [60].

In summary, we propose that the production of anti-Fcy
IgG induced by continuous immunization of mice with
pigeon IgY provides a useful model for studying the mecha-
nisms involved in the production of rheumatoid factor in
patients with hypersensitivity pneumonitis associated with
exposure to avian antigen.
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