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Caracterizacion de los mecanismos inmunoldgicos

asociados a la Enfermedad Relacionada a 1gG4.

1. Introduccioén.

La enfermedad relacionada a 1gG4 (ER-IgG4) es una enfermedad inflamatoria
multisistémica caracterizada por lesiones fibroesclerosantes formadoras de masas
o pseudotumores, concentraciones elevadas de 1gG4 sérica e infiltracidn tisular por
células plasmaticas IgG4 positivas. Dicha enfermedad incluye multiples condiciones
que previamente eran consideradas idiopaticas y Organo-especificas como la
pancreatitis autoinmune, el sindrome de Mikulicz o la tiroiditis de Reidel.! La
asociacion entre pancreatitis autoinmune y niveles elevados de IgG4 sérica fue
descrita por primera vez por Hamano y colaboradores en 2001. Fue hasta el afio
2003 cuando se reconocio la naturaleza sistémica de la pancreatitis autoinmune y
en el afio 2010 fue cuando a dicha entidad se le comenzé a llamar “enfermedad

relacionada a IgG4”.2°

El grupo etario mas afectado son los hombres en la 6° década de la vida; la edad
promedio al diagndstico es de 67 afios y la relacion hombre/mujer es de 3:1. Sin
embargo, en poblacion mexicana la enfermedad se presenta una década mas

temprano y la relacion hombre/mujer es casi 1:1.°

La ER-lIgG4 ha sido descrita en practicamente cualquier 6rgano. La presentacion de
la ER-IgG4 es muy variable y depende de que 6rganos estan afectados. La
prevalencia de las manifestaciones en cada érgano varia de acuerdo a la poblacién
estudiada; en las series reportadas los 6rganos mas comunmente afectados son
pancreas, glandulas salivales, glandulas lacrimales, ganglios linfaticos,
retroperitoneo vy rifiones.®® Ademas, algunos pacientes refieren una historia de
atopia previa al inicio y al diagnéstico de la ER-IgG4, que en las diversas series se
reporta entre el 20-60%.* Debido a la gran heterogeneidad clinica de esta entidad,
muy recientemente se han propuesto una clasificacién en 4 fenotipos clinicos:
pancreato-hepatobiliar, limitado a cabeza y cuello, Mikulicz con afeccion sistémica
y retroperitoneal/adrtico. Cada subgrupo difiere de los demas con respecto a la edad
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de presentacion, sexo, raza, numero de organos afectados, concentraciones de
IgG4 séricas y presencia de hipocomplementemia.® Otra forma de clasificar a los
pacientes es de acuerdo a fenotipo proliferativo y fibrético; en el primero predominan
manifestaciones propias de o6rganos glandulares y epiteliales como glandulas
salivales, pancreas o pulmoén, mientras que en el segundo la afeccion es de sitios
anatomicos como el retroperitoneo o el mediastino. Estos subgrupos también

difieren en caracteristicas serolégicas y respuesta a tratamiento.?
1.1 Patogénesis.

La patogénesis de la ER-IgG4 no esta completamente definida. Inicialmente se
pensé que los linfocitos B eran la subpoblacion celular predominante en la
enfermedad. No obstante, en los Ultimos afios también se ha reconocido el papel
del linfocito T, asi como de otros elementos del sistema inmune en la fisiopatogenia
de la ER-IgG4.

Para que las células plasmaticas produzcan IgG4 se requieren citocinas de la
respuesta Th2 como son la IL-4 e IL-13 y la cooperacion de la IL-10 producida por
las células T. En 2007, Zen y cols. determinaron mediante PCR cuantitativa e
hibridacién in situ en tejidos de pacientes con ER-IgG4 y observaron que las
citocinas de la respuesta Th2 (IL-4, IL-5 e IL-13), se encontraban aumentadas en
comparacion con diversos controles con otras enfermedades (e.g. Sindrome de
Sjogren, colangitis esclerosante primaria, sialolitiasis); asi mismo, encontraron una
mayor expresion de citocinas reguladoras como IL-10 y TGF-B y del factor de
transcripcion FOXP3, implicando a las células Th2 y las células Tregs FOXP3+ en
la patogénesis de la ER-IgG4.1! Diversos estudios en otras poblaciones
corroboraron estos hallazgos.*?** Sin embargo, dichos estudios no analizaron si el
hallazgo de un aumento en la respuesta Th2 se limitaba a los pacientes con ER-
IgG4 que tenian antecedente de atopia. Posteriormente, Mattoo y cols. encontraron
gue solo los pacientes con ER-IgG4 con antecedente de atopia tenian mayor
cantidad de células Th2 circulantes.®®

La primera evidencia de la implicacion de las células B en la ER-IgG4 se obtuvo a

partir de los estudios preliminares del tratamiento con Rituximab, el cual inducia la



remision de la enfermedad y la mejoria de la fibrosis tisular. Estudios subsecuentes
realizados en pacientes con ER-IgG4 activa identificaron una poblacion de
plasmablastos oligoclonales circulantes CD19+CD20-CD27+CD38+ cuyo descenso
en sangre periférica correlacionaba con la mejoria clinica de los pacientes. Estos
plasmablastos, una vez en la circulacion, se diferencian a células plasmaticas
provocando el exceso en la produccién de 1gG4.16 Ademas, la célula B contribuye
directamente a la fibrosis tisular en la ER-lgG4 mediante la activacion de
fibroblastos, la secrecion de factores pro-fibroticos solubles, la secrecion de sefiales
guimiotacticas para subpoblaciones celulares pro-fibréticas, la produccion de
colagena y la organizacion de la matriz extracelular.t’

En los Udltimos afios una nueva subpoblacién de células T CD4+ efectoras, de
memoria, con funcion citotdxica que expresan la proteina de superficie SLAMF7
(CD319 0 CRACC) y productoras de IL-1B, TGF-B1 e IFN-y, han sido detectadas en
los pacientes con ER-IgG4. La evidencia actual sugiere que esta poblacion celular
juega un papel importante en la induccion de la inflamacion y la fibrosis en esta
enfermedad. Estos linfocitos T CD4+ citotoxicos se encuentran incrementados tanto
en sangre periférica como en los 6rganos afectados en pacientes con ER-IgG4.
Ademas, el tratamiento con Rituximab provoca un descenso de dichos linfocitos,
apoyando el concepto de que tanto células B como células T estan involucradas en
esta enfermedad.8-20

Por otra parte, las células T cooperadoras foliculares (Tfh, por sus siglas en inglés)
participan en la diferenciacion de las células B durante su desarrollo y contribuyen
al cambio de isotipo de las inmunoglobulinas. Un estudio demostré que, de entre las
distintas subpoblaciones de células Tfh, las células Tfh2 inducian la diferenciacién
de células B virgenes a plasmablastos con la subsecuente producciéon de IgG4 en
pacientes con ER-IgG4 activa y sin tratamiento. Las células Tfh2 se encuentran
incrementadas en pacientes con ER-IgG4 y su concentracion se correlaciona con la
actividad de la enfermedad, la concentracion de plasmablastos y los niveles de 1gG4
sérica.?t??

Asimismo ellos macréfagos M2 y otras células del sistema inmune innato se han

implicado también en la patogénesis de la ER-1gG4. Furukawa y cols. encontraron



gue los pacientes con ER-IgG4 tenian mayor cantidad de células CD68+, CD163+,
CD11c+ y CD123+ y mayor expresion de IL-33, su receptor ST2, IL-4 e IL-13 en
biopsias de glandulas salivales en comparacion con pacientes con sindrome de
Sjogren y controles sanos, implicando a la IL-33 producida por los macrégafos M2
en la perpetuacion de la respuesta Th2.23 Un estudio reciente demostré que este

proceso se debia a la estimulacion del TLR7 en macréfagos M2 CD163+.%4

En resumen, dos respuestas inmunoldgicas paralelas estan presentes en la ER-
IgG4; por un lado, un proceso proinflamatorio caracterizado por expansion de un
subtipo particular de linfocitos (e.j. células T CD4+ citotéxicas), y como
consecuencia de esto, un proceso antinflamatorio profibrético caracterizado por
subpoblaciones celulares productoras de citocinas profibroticas (e.j. macréfagos
M2) y citocinas que permiten el cambio de subclase a IgG4 (e. j. células Th2, células
Tth).

2. Planteamiento del problema.

La vision actual de la fisiopatologia de la ER-IgG4 es que la combinacion de los
mecanismos biolégicos expuestos anteriormente provoca la fibrosis propia de la
enfermedad, la formacion de pseudotumores y los hallazgos clinicos observados.
Especificamente, la evidencia actual apunta a que las subpoblaciones celulares méas
importantes en la patogénesis de la enfermedad son las células Th2, los
plasmablastos, las células T foliculares y las células T CD4+ citotdxicas. Sin
embargo, se desconoce aun en gran medida la participacion de diversas
poblaciones celulares como las células T y B reguladoras, los macrofagos y las

células dendriticas.

3. Justificacion.

Replicar los estudios realizados con otras poblaciones (principalmente asiaticos y
caucasicos), en pacientes hispanos con ER-IgG4, incluyendo la identificacion de
subpoblaciones celulares, contribuira a darle mayor peso a la evidencia ya descrita.
Asimismo, la identificacion del papel de otras subpoblaciones celulares permitira

dilucidar los mecanismos inmunolégicos que ocasionan la ER-IgG4. Finalmente, en



los estudios mencionados se incluyeron pacientes con solo un fenotipo clinico o
manifestacion de la enfermedad (e.j. sindrome de Mikulicz o pancreatitis
autoinmune), o pacientes de todos los fenotipos pero sin analizar las diferencias en
las subpoblaciones celulares entre los distintos fenotipos, lo cual realizaremos con
el presente estudio, basados en la premisa de que diferentes inmunofenotipos
podrian explicar la variabilidad de la presentacion clinica y los diferentes fenotipos
clinicos de la ER-1gG4.

4. Pregunta de investigacion.

¢Las subpoblaciones de células productoras de citocinas proinflamatorias,
profibréticas y facilitadoras del cambio de isotipo a IgG4 se encuentran aumentadas
en pacientes hispanos con ER-IgG4 en comparacion con controles sanos y son

distintas entre fenotipos clinicos?
5. Hipotesis.

HO: Las subpoblaciones de células productoras de citocinas proinflamatorias,
profibréticas y facilitadoras del cambio de isotipo a IgG4 no se encuentran
aumentadas en pacientes con ER-IgG4 en comparacién con controles sanos y no

son distintas entre fenotipos clinicos.

Ha: Las subpoblaciones de células productoras de citocinas proinflamatorias,
profibréticas y facilitadoras del cambio de isotipo a IgG4 se encuentran aumentadas
en pacientes con ER-IgG4 en comparacién con controles sanos y son distintas entre

fenotipos clinicos.

6. Objetivos.

6.1. Objetivo General.

Cuantificar las subpoblaciones celulares que pudieran estar involucradas en la

fisiopatogenia de la ER-IgG4 y sus diferencias de acuerdo al fenotipo clinico.



6.2. Objetivos particulares.

1. Cuantificar el porcentaje relativo de la subpoblacion de células Th2
circulantes en pacientes con ER-IgG4 y en controles sanos por citometria de
flujo.

2. Cuantificar el porcentaje relativo de células Th9 circulantes en los pacientes
y en controles sanos por citometria de flujo.

3. Cuantificar el porcentaje relativo de la subpoblacion de células T CD4+
citotoxicas circulantes en pacientes con ER-IgG4 y en controles sanos por
citometria de flujo.

4. Evaluar células Tfh circulantes (Tfh17, Tth2, Tfh1, Tfr) en pacientes y
controles por citometria de flujo.

5. Evaluar la presencia de células T reguladoras (Tregs) Foxp3* en sangre
periférica de los pacientes y controles por citometria de flujo.

6. Evaluar la presencia de células T reguladoras 1 (Trl) productoras de IL-10
en sangre periférica de los pacientes y controles por citometria de flujo.

7. Evaluar la presencia de células T reguladoras 3 (Th3) productoras de TGF-
B1 en sangre periférica de los pacientes y controles por citometria de flujo.

8. Evaluar la presencia de células Bregs productoras de IL-10 en sangre
periférica de los pacientes y controles por citometria de flujo.

9. Evaluar la presencia de células dendriticas productoras de IL-10 en sangre
periférica de los pacientes y controles por citometria de flujo.

10.Determinar la proporcion de macréfagos M1 productores de TNF-a y M2
productores de IL-33 circulantes por citometria de flujo.

11.Comparar las poblaciones celulares mencionadas previamente entre
paciente con ER-IgG4 y controles sanos.

12.Comparar las poblaciones celulares de acuerdo al fenotipo clinico de ER-
lgG4.

13.Comparar las poblaciones celulares de acuerdo al estado de actividad.



7. Metodologia.
7.1. Disefio del estudio.

Estudio transversal, observacional, comparativo. Los pacientes provienen de la
cohorte de ER-1gG4 del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador
Zubiran.

7.2. Tamano de la muestra.

Al no existir estudios previos para todas de las subpoblaciones celulares estudiadas,
nos basamos para el calculo del tamafio de la muestra en dos estudios previos en

donde se evaluaron dos de las subpoblaciones de interés.

Para el célculo de las células Treg FOXP3+13, se emple6 la formula de comparacion

de promedios entre pacientes con ER-IgG4 y controles sanos.

2(z, +z,)f*s?
d2

n=

Donde Zq fue de 1.96y Zg de 0.84. Con lo anterior, el tamafio de muestra fue de 25

pacientes con ER-IgG4 y 25 controles.

Por otra parte, para el calculo del tamafio de la muestra de células Tfh?, se empled
la férmula de comparacion de proporciones, entre pacientes con ER-IgG4 y

controles sanos.

_ [Za *\/2p(1_ p)+zﬂ *\/pl(l_ pl)+ pz(l_ pz)]2

- (p, - p,)

Con la cual se obtuvo un tamafio de muestra de 29 pacientes con ER-1gG4 y 29

controles.
7.3. Poblaciéon del estudio.

Los pacientes provienen de la cohorte de ER-IgG4 del Instituto Nacional de Ciencias
Médicas y Nutricion Salvador Zubiran. Se les invit6 a participar ya sea por medio de
una llamada telefénica o cuando acudian a alguna de sus citas médicas ya

programadas. En caso de que el paciente estuviera hospitalizado se le inst0 a



participar en ese momento. Los pacientes que fueron diagnosticados con ER-1gG4
durante el periodo de inclusion, también fueron invitados a participar. Se incluyeron

sujetos sanos reclutados del Banco de Sangre (buffy coats) como controles.
Criterios de inclusion:

1. Pacientes con diagndstico de ER-IgG4 de acuerdo al Comprehensive
Diagnostic Criteria for IgG4-related disease?® independientemente del estado
de actividad de la enfermedad.

2. Controles sanos pareados por género y edad.

3. Pacientes y controles que cuenten con consentimiento informado por escrito.

Criterios de exclusion:

1. Diagnostico concomitante de otra enfermedad autoinmune sistémica.

2. Pacientes con infeccién activa.

3. Pacientes con diagnéstico de neoplasia.

Criterios de eliminacion:

1. Ninguno.

7.4. Procedimientos.

Se realizé una revision estandarizada del expediente clinico para obtener los datos
demograficos (edad, sexo) y clinicos como tiempo de evolucién, nimero de érganos
afectados, comorbilidades, tratamiento, actividad al momento de ser incluido y dafio
de la enfermedad. Los pacientes fueron clasificados en los siguientes fenotipos
descritos por Wallace y cols: (1) pancreato-hepatobiliar, (2) retroperitoneal/adrtico
(3) limitado a cabeza y cuello, y (4) Mikulicz con afeccién sistémica; y de acuerdo a
los fenotipos descritos por Zhang y cols: (1) proliferativo y (2) fibrético.®° Se
determind el indice de Respuesta IgG4-RD (IR-ER-IgG4), instrumento validado para
la evaluacion de actividad de la enfermedad, al momento del reclutamiento.?¢ Se
defini6 como enfermedad activa a la presencia de sintomas y signos clinicos y
hallazgos imagenoldgicos inequivocos de afeccion por ER-IgG4. Se defini6 como
enfermedad inactiva a la ausencia de sintomas y signos clinicos y hallazgos

imagenologicos de afeccion por ER-IgG4. Se defini6 como enfermedad activa de
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novo a la presencia de sintomas y signos clinicos y hallazgos imagenol6gicos
inequivocos de afeccion por ER-IgG4 durante el primer episodio de la enfermedad.
Se defini6 como recaida a la reaparicién de sintomas y signos clinicos y hallazgos
imagenologicos inequivocos de afeccion por ER-IgG4 en aquellos pacientes que ya
habian tenido un estado de enfermedad inactiva. Se defini6 como enfermedad
activa persistente a la presencia de sintomas y signos clinicos y hallazgos
imagenoldgicos inequivocos de afeccion por ER-IgG4 a pesar de tratamiento

inmunosupresor.

Se clasificé a los pacientes en atépicos o no atdpicos de acuerdo a las definiciones
de la Academia Europea de Alergia e Inmunologia Clinica.?’

Se determiné en sangre periférica la concentracion de IgG1 e IgG4 sérica total (The
BindingSite) al momento de la inclusion mediante turbidimetria (Spa Plus) en los
pacientes con ER-IgG4 y se expreso en mg/dl. Se considero alta IgG1 > 928 mg/dl

e 1gG4 > 86 mg/dl, de acuerdo a valores de referencia del proveedor.

Ademas, se registro el uso de glucocorticoides e inmunosupresores al momento del

reclutamiento.
7.5. Inmunofenotipificacion mediante citometria de flujo.

Se obtuvo sangre periférica y se aislaron las células mononucleares mediante
gradiente de densidad con Lymphoprep. Se purificaron las células T CD4+ de
memoria mediante seleccion negativa utilizando un coctel de anticuerpos biotinados
contra CD8, CD14, CD16, CD19, CD36, CD45RA, CD56, CD123, TCRy/d y
glicoporina Ay perlas con anticuerpos anti-biotina. Se realizé bloqueo de receptores
Fc utilizando Human trueStain FcX™. Los siguientes anticuerpos monoclonales se
utilizaron: anti-CD4-PerCyP, anti-CD14-APC, anti-SLAM7-APC, anti-ICOS-
ALEXA488, anti CXCR5-APC, anti-CD163-PerCyP, anti CD86-FITC, anti-CD25-
APC, anti-CD127-PE, anti-CD24-FITC, anti-CD38-PerCyP o anti-CD19-APC (BD
Biosciences, San Jose, CA; TONBO). La tincion intracelular se lleva a cabo
mediante la incubacion con 5 pL de los siguientes anticuerpos: anti-IL-13-FITC, anti
IL-4-PE, anti-IL-17A-PE, anti-IFN-y-PE, anti-Foxp3-PE, anti-IL-10-PE, anti-IL-5-PE,



anti-IL-9-PE, anti-IL-21-PE, anti-IL-1B-PE, anti-TGF-B1-ALEXA488, anti-IL33-PE,
anti-IL-10-PE, anti-FoxP3-ALEXA488 o anti-TNF-a-FITC-PE (BD Biosciences).

Finalmente, un total de 500,000-1,000,000 de eventos se adquirieron de cada
muestra en un citometro de flujo Accuri C6 (BD Biosciences) y se analizaron con el
programa FlowJo X software (Tree Star, Inc.). Las subpoblaciones celulares se

definieron de la siguiente manera:

e Th2 (CD4+/CD45R0O+/CD14-/IL-4+; CD4+/CD45RO+/CD14-/IL-13+,
CD4+/CD45R0O+/CD14-/1L-5+);
e Linfocitos T CD4 productores de IL-21 (TCD4+IL-21)
(CD4+/CD45R0O+/CD14-/IL-21+);
e Linfocitos T CD4 citotoxicos (TCD4+ citotoxicos)
(CD4+/CD45RO+/SLAMF7+/IL-1B+/TGF-B1+);
e Th9 (CD3+/CD4+/ CD45R0O+/IL-9);
e Células Tfh circulantes (CD4+/CD45R0O+/CCR7-/ICOS+/CXCR5+/Bcl6+):
o Tfhl (CD4+/CD45RO+/CCR7-/ICOS+/CXCR5+/Bcl6+/IFN-y+);
o Tfh2 (CD4+/CD45R0O+/CCR7-/ICOS+/CXCR5+/Bcl6+/IL-4+);
o Tfh1l7 (CD4+/CD45R0O+/CCR7-/ICOS+/CXCR5+/Bcl6+/IL-17+);
o Tfr (CD4+/CD45R0O+/CCR7-/ICOS+/CXCR5+/Bcl6+/Foxp3+);
e Células T CD4 reguladoras:
o Tregs (CD4+/CD25hi/CD127-/Foxp3+);
o Trl (CD4+/CD25low/Foxp3-/IL-10+);
o Th3 (CD4+/CD25-/Foxp3-ITGF-B1+);
e Células B reguladoras productoras de IL-10 (Bregs)
(CD19+/CD24hi/CD38hi/IL-10+);
¢ Dendriticas plasmacitoides productoras de IL-10 (pDC IL-10)
(CD86+/CD163hi/IL-10+);
e Macrofagos M1 (CD86+/CD127+/TNF-a+);
e Macrofagos M2 (CD163+/CD14+/TGF-B1+/IL-33+).

Como control de isotipo se emplea una mezcla de anticuerpos monoclonales de
ratén de tipo IgG1, k-FITC/IgG1-PE/CD45-PeCy5 (BD TritestTM, BD Biosciences).
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Ademas se realizo un control de autofluorescencia y los respectivos controles FMO

(fluorescence minus one).
7.6. Cuestiones éticas.

El estudio fue aprobado por el Cémite de Etica (IRE-2549-18-20-1) y se realiz6 de

acuerdo a la Declaracion de Helsinki.

7.7. Andlisis y métodos estadisticos.

Se utilizd estadistica descriptiva. Las variables dicotbmicas se expresaron
mediantes frecuencias absolutas y las variables continlas como medias Yy
desviacion estandar (DE) o medianas e intervalos minimo-maximo. La comparacion
entre medias se realiz6 mediante prueba T de Student y entre medianas con la
prueba de U de Mann-Whitney. La comparacion de grupos multiples se realizd
mediante prueba de Kruskal-Wallis con ajuste post-hoc con prueba de Dunn. Se
analizaron correlaciones mediante coeficiente de correlacion de Spearman. Se
realiz6 analisis de regresion logistica reportando IC 95%. Se considero significativa
una p < 0.05 a dos colas. Se utilizé6 programa SPSS version 20.0 para Windows y
GraphPad Prism 8.3.0 para Windows.

8. Resultados.

8.1. Caracteristicas de los sujetos.

Se reclutaron 43 pacientes con ER-IgG4 durante el periodo de estudio. Veintiuno
(48.8%) eran hombres con edad media de 52.3 + 16.4 afios. Dado a que en un
analisis preliminar del estudio se observaron diferencias evidentes entre controles y
pacientes se incluyeron solamente 12 sujetos sanos como controles. De los
controles, 5 (41.7%) eran hombres (p=0.66) con una edad media menor en
comparacion a los pacientes con ER-IgG4 (40.6 + 12.1 afios, p=0.03). La edad
media al diagndstico de la ER-IgG4 fue de 49.9 + 16.5 afos. Treinta y un (72.1%)
pacientes habian presentado afeccion de = 3 o0 mas dérganos al momento del
reclutamiento, 8 (18.6%) a dos organos y 4 (9.3%) a un 6rgano. Los érganos y/o

sitios anatomicos mas comunmente afectados fueron: glandulas submandibulares
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en 23 (53.5%), glandulas lagrimales en 18 (41.9%), ganglios linfaticos en 18
(41.9%), pancreas en 15 (34.9%), parétidas en 14 (32.6%), senos paranasales en
14 (32.6%), orbita en 13 (30.2%), via biliar en 12 (27.9%), pulmén en 11 (25.6%),
rinon en 10 (23.3%) y retroperitoneo en 5 (11.6%). Al reclutamiento la mediana de
organos afectados fue de 1 (0-10) con una mediana del IR ER-IgG4 de 4 (0-24).
Ocho (18.6%) pacientes pertenecian al fenotipo pancreato-hepatobiliar, 7 (16.3%)
al fenotipo retroperitoneal/aértico, 16 (37.2%) al fenotipo limitado a cabeza y cuello
y 12 (27.9%) al fenotipo Mikulicz/sistémico. Asimismo, 33 (76.7%) pacientes se
clasificaron en el fenotipo proliferativo y 10 (23.3%) en el fenotipo fibrético. Veintidds
(51.2%) pacientes tenian actividad de la enfermedad al momento del reclutamiento,
de los cuales en 11 (50%) era actividad de novo, en 8 (36.3%) era recaida y en 3
(13.6%) actividad persistente de la enfermedad. Once (25.6%) pacientes tenian

antecedente de atopia.

La mediana de IgG1 al reclutamiento fue de 809.12 mg/dl (199-2662); 11 (25.6%)
presentaban niveles de IgG1 altos. La mediana de 1gG4 fue de 66 mg/dl (7-1088);
15 (34.9%) presentaban niveles de 1gG4 altos. En 35 (81.4%) pacientes se contaba
con biopsia y confirmacion histoldgica.

Al reclutamiento, 27 (62.8%) pacientes se encontraban tomando tratamiento; de
éstos, 17 (39.5%) prednisona y 19 (44.2%) algun inmunosupresor, siendo el mas

comun la azatioprina en 16 (37.2%) seguido del micofenolato de mofetilo en 3 (7%).
8.2. Subpoblaciones celulares en pacientes con ER-IgGA4.

Los pacientes con ER-IgG4 presentaron porcentajes significativamente mayores de
las siguientes subpoblaciones celulares en comparacién con controles sanos (Tabla
1): Th2 productores de IL-4, IL-13, e IL-5, T CD4+/IL-21+, Th9, T CD4+ citotdxicos
(SLAMF7+/IL-1B+/TGF-B1+), Tth totales (CXCR5+ ICOS+Bcl6+), Tth1, Tfh2, Tfh17,
Tfr, Tregs FOXP3+, Th3, Bregs, pDC IL-10 y macrofagos M1 y M2. No hubo
diferencias significativas en los porcentajes de células Trl entre pacientes con ER-

IgG4 y sujetos sanos.
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Tabla 1. Subpoblaciones celulares en pacientes con ER-IgG4 en comparacion con sujetos
sanos.
ER-lgG4 Controles P
(N=43) (N=12)

Th2 (IL-4; %) 4.70 (1.04-19.40) 1.38 (0.31-2.61) <0.001
Th2 (IL-13; %) 6.45 (1.10-23.60) 1.53 (0.35-5.24) <0.001
Th2 (IL-5; %) 4.78 (1.20-23) 1.38 (0.44-2.33) <0.001
TCD4+ (IL-21; %) 6.36 (1.46-22.90) 1.81(1.25-2.99) <0.001
Th9 (%) 6 (1.44-26.80) 1.45 (0.60-4.01) <0.001
TCD4+ citotoxicos (%) 26.10 (9.82-53.10) 7.82 (5.57-10.30) <0.001
Tfh (CXCR5+ ICOS+Bcl6+) (%) 6.19 (2.1-18.30) 3.78 (3.16-6.70) <0.001
Tfh1 (%) 10.30 (4.14-20.40) 5.61(3.07-8.57) <0.001
Tfh2 (%) 10.70 (5.27-23.40) 4.88 (3.02-5.78) <0.001
Tfh17 (%) 9.20 (4.42-18.20) 4.58 (3.44-7.52) <0.001
Tfr (%) 10.70 (7.27-19.90) 5.55(3.91-7.58) <0.001
Tregs (FOXP3 +; %) 11.30 (7.06-15.40) 7.49 (4.22-9) <0.001
Tr1 (%) 8.97 (3.43-23) 7.49 (4.22-9) 0.089
Th3 (%) 12.50 (3.65-25.50) 4.21(2.61-7.06) <0.001
Bregs (%) 13.80 (5.22-20.50) 9.18 (5.41-11) <0.001
pDC IL-10 (%) 12.60 (2.99-29.20) 9.13(6.04-12.60) 0.013
Macrofagos M2 (%) 10.60 (5.29-17.60) 5.86 (2.68-7.42) <0.001
Macrofagos M1 (%) 14.40 (4.53-26.80) 6.72 (6.13-7.47) <0.001
Todos los resultados se presentan en medianas del porcentaje de células (intervalo min-max). La
comparacion entre ambos grupos se realizd mediante prueba de U de Mann-Whitney.

8.3. Las subpoblaciones celulares en pacientes con ER-IgG4 difieren

de acuerdo al fenotipo clinico.

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en los porcentajes de
Th2 (CD4+/IL-4+; p=0.029), Th2 (CD4+/IL-5+; p=0.047), TCD4+ citotoxicos
(SLAMF7+/IL-1B+/TGF-B1+; p=<0.001), Tfh17 (p=0.005), Tregs FOXP3+ (p=0.008),
Th3 (p=0.02), Bregs (p=0.005) y pDC IL-10 (p=0.016) de acuerdo a los fenotipos
clinicos propuestos por Wallace y cols (Tabla 2).
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Tabla 2. Subpoblaciones celulares en pacientes con ER-IgG4 de acuerdo al fenotipo clinico.

Pancreato-hepatobiliar | Retroperitoneal/aorta Cabeza y cuello Mikulicz/Sistémico p
(N=8) (N=T7) (N=16) (N=12)

Th2 (IL-4; %) 2.54 (1.09-5.37) 5.77 (1.04-19.40) 3.83 (1.10-18.50) 5.41 (2.66-14.30) 0.029%
Th2 (IL-13; %) 4.50 (1.30-6.65) 9.08 (1.10-23.60) 6.51 (1.10-18.40) 6.41 (1.40-12.90) 0.201
Th2 (IL-5; %) 2.92 (1.46-7.84) 6.49 (1.20-9.96) 4.60 (2.03-9.07) 6.68 (2.63-23) 0.047
TCD4+ (IL-21; %) 4.34 (2.74-14) 6.62 (3.45-16.80) 7.77 (3.10-22.90) 4,08 (1.46-14.10) 0.14
Th9 (%) 7.78 (2.69-14.20) 7.20 (2.34-11.80) 5.82 (1.44-18.50) 4,52 (1.67-26.80) 0.17
TCD4+ citotoxicos 32.05 (19.30-37.40) 23.80 (9.82-53.10) 30.40 (21.10-51.40) 21.30 (13-25) <0.001¥§
(%)
Tfh (CXCR5+ 6.70 (4.04-15.10) 7.36 (4.20-12.70) 5.67 (2.67-18.30) 7.22 (2.61-16.80) 0.452
ICOS+Bcl6+) (%)
Tfh1 (%) 9.55 (4.14-13) 9.25 (8.44-10.40) 10.85 (4.71-20.20) 14.85 (5.81-20.40) 0.31
Tfh2 (%) 10.45 (5.27-15) 7.27 (5.93-13.40) 11.85 (5.69-18.90) 12.65 (6.06-23.40) 0.16
Tfh17 (%) 10.55 (5.44-18) 9.58 (8.42-13.90) 9.37 (4.72-18.20) 5.45 (4.42-11.70) 0.005¥8£
Tfrs (%) 10.70 (9-15.90) 9 (7.32-13.50) 11.15 (7.58-14.80) 12 (7.27-19.90) 0.23
Tregs (FOXP3 +; 11.55 (9.1-15.40) 12.20 (8.97-13.30) 11.55 (8.06-13.70) 8.43 (7.06-12.90) 0.008¥§
%)
Tr1 (%) 6.43 (3.44-16.10) 11.50 (6.68-23) 9.29 (4.22-14.80) 7.34 (4.51-12.60) 0.13
Th3 (%) 11.70 (8.09-17.90) 12.50 (7.16-14) 16.50 (6.32-25.50) 10.85 (3.65-18.60) 0.02§
Bregs (%) 13.70 (8.70-20.50) 13.10 (7.54-18) 15.80 (10.46-19.80) 11.34 (5.22-16.80) 0.005§
pDC IL-10 (%) 12.11 (7.03-21.20) 12.11 (8.25-16) 14.40 (7.98-29.20) 8.95 (2.99-16.70) 0.016§
Macroéfagos M2 (%) 11.36 (7.43-13.50) 11.80 (8.03-13.40) 10.70 (8.54-12.80) 9.81 (5.29-17.60) 0.54
Macrofagos M1 (%) 13.73 (5.86-26.30) 17.60 (4.95-24) 14.60 (7.79-26.80) 14.40 (4.53-18.80) 0.81

Todos los resultados se presentan en medianas del porcentaje de células (intervalo min-max).
La comparacion entre los distintos fenotipos se realizé con prueba de Kruskal-Wallis y ajusto post-hoc con prueba de Dunn.
¥ p=<0.05 para la comparacion entre fenotipo pancreato-hepatobiliar y fenotipo Mikulicz/sistémico.
§ p=<0.05 para la comparacion entre fenotipo cabeza y cuello y fenotipo Mikulicz/sistémico.

£ p=<0.05 para la comparacion entre fenotipo retroperitoneal-adrtico y fenotipo Mikulicz/sistémico.

Cuando se compararon solamente los 22 pacientes con enfermedad activa (Tabla
3), las diferencias en los porcentajes de las Th2 (CD4+/IL-4+; p=0.02), Th2
TCDA4+ citotoxicos (SLAMF7+/IL-13+/TGF-B1+; p=0.03),
Tth17 (p=0.02), Th3 (p=0.02) Bregs (p=0.049) y pDC IL-10 (p=0.02) permanecieron
estadisticamente significativas. Ademas se observaron diferencias significativas en
los porcentajes de Tfhl (p=0.03), Tth2 (p=0.009), Trl (p=0.034) y macréfagos M1

(CD4+/IL-5+; p=0.008),

(p=0.03) y una tendencia para TCD4+ IL-21 (p=0.055).
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El fenotipo pancreato-hepatobiliar se caracterizé por mayores porcentajes de Tfh17,
TCDA4+ citotéxicos (SLAMF7+/IL-13+/TGF-B1+) y macréfagos M2 y menores de Th2
(CD4+/IL-4+), Th2 (CD4+/IL-5+), TCD4+ IL-21 y macréfagos M1. El fenotipo
retroperitoneal-adrtico se caracteriz6 por mayores porcentajes de Tfhl7, Trl y
macrofagos M1. El fenotipo cabeza y cuello presentd mayores porcentajes de
TCD4+ citotéxicos (SLAMF7+/IL-18+/TGF-B1+), Th3, Bregs, pDC IL-10 y menores
de Th2 (CD4+/IL-4+) y Th2 (CD4+/IL-5+). Finalmente, el fenotipo Mikulicz/sistémico
mostré mayores porcentajes de Th2 (CD4+/IL-4+), Th2 (CD4+/IL-5+) y TCD4+ IL-
21, Tfth (CXCR5+), Tfhl y Tfh2 y menores de TCD4+ citotéxicos (SLAMF7+/IL-

1B+/TGF-B1+), Tfth17, Trl, Th3, Bregs, pDC IL-10 y macréfagos M2.

Tabla 3. Subpoblaciones celulares en pacientes con ER-IgG4 activa de acuerdo a fenotipo clinico.

Pancreato-hepatobiliar | Retroperitoneal/aorta Cabeza y cuello Mikulicz/Sistémico p
(N=3) (N=4) (N=9) (N=6)

Th2 (IL-4; %) 2.36 (1.67-2.73) 4.18 (1.04-19.40) 1.84 (1.10-5.76) 8.35 (4.70-14.30) 0.023§
Th2 (IL-13; %) 4.80 (4.34-6.65) 8.52 (1.10-23.60) 4.54 (1.10-8.58) 10.70 (4.12-12.90) 0.116
Th2 (IL-5; %) 1.67 (1.46-3.56) 5.70 (1.20-6.50) 3.45 (2.03-9.07) 8.91 (6.26-23) 0.008¥§
TCD4+ (IL-21; %) 3 (2.74-3.53) 6.59 (6.41-16.80) 5.68 (3.10-8.70) 6.11 (3.66-14.10) 0.055
Th9 (%) 7.38 (2.69-8.19) 6.69 (5.08-11.80) 4.96 (1.44-9.84) 6 (4.68-26.80) 0.30
TCD4+ citotoxicos 32.30 (31.80-37.20) 23.50 (17.90-53.10) 31.40 (24.10-51.40) | 21.30(18.30-24.40) | 0.016%§
(%)
Tfh (CXCR5+ 8.20 (8.19-15.10) 9.52 (7.36-12.70) 6.30 (2.67-18.30) 8.49 (7.17-16.80) 0.222
ICOS+Bcl6+; %)
Tfh1 (%) 12.30 (10.54-13) 9.14 (8.44-10.40) 8.91 (4.71-11.30) 15.85 (8.42-19.50) 0.025§
Tfh2 (%) 13 (12.44-15) 10.45 (7.27-13.40) 10.10 (5.69-14.50) 17.96 (10.70-23.40) | 0.008§
Tfh17 (%) 13.10 (12.40-18) 12.95 (9.58-13.90) 10.20 (6.97-18.20) 6.49 (5.21-11.70) 0.023¥
Tfrs (%) 11.80 (11.40-15.90) 9.51 (9-13.50) 8.91 (7.58-13.90) 13.50 (7.41-19.90) 0.119
Tregs (FOXP3+; %) 10.30 (9.09-14.30) 12.35 (8.97-13.50) 11.30 (8.06-13.20) 8.51 (7.06-12.90) 0.453
Tr1 (%) 12.50 (11.80-16.10) 14.70 (11.50-23) 10.60 (7.04-14.80) 7.36 (5.21-12.60) 0.034£
Th3 (%) 9.61(8.09-12.90) 12.65 (10.50-14) 18.29 (10.70-25.50) 13.30 (9.26-18.60) 0.013*
Bregs (%) 11 (8.70-16.70) 12.15 (7.54-13.80) 15.60 (13.31-19.80) 13 (7.52-16.80) 0.049
pDC IL-10 (%) 12.20 (12.03-13.60) 11.75 (10.40-16) 16.49 (13.30-29.20) 11.63 (8.60-16.70) 0.026§
Macréfagos M2 (%) 12.90 (12.02-13.50) 11.65 (9.57-13.40) 11 (8.54-12.80) 10.10 (6.99-12.50) 0.108
Macrofagos M1 (%) 7.31(5.86-10.30) 23.50 (17.60-24) 16.60 (12.30-26.80) 16.25 (9.98-18.80) 0.017#

Todos los resultados se presentan en medianas del porcentaje de células (intervalo min-max).

La comparacion entre los distintos fenotipos se realizé con prueba de Kruskal-Wallis y ajusto post-hoc con prueba de Dunn.
# p=<0.05 para la comparacion entre fenotipo pancreato-hepatobiliar y retroperitoneal-aortico.
* p=<0.05 para la comparacion entre fenotipo pancreato-hepatobiliar y fenotipo cabeza y cuello.
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¥ p=<0.05 para la comparacion entre fenotipo pancreato-hepatobiliar y fenotipo Mikulicz/sistémico.
§ p=<0.05 para la comparacion entre fenotipo cabeza y cuello y fenotipo Mikulicz/sistémico.
£ p=<0.05 para la comparacion entre fenotipo retroperitoneal-aértico y fenotipo Mikulicz/sistémico.

Los pacientes con fenotipo proliferativo tuvieron menores porcentajes de Tfhl17
(7.42% [4.42-18] vs 12.95% [8.42-18.20]; p=0.002) y Trl (7.47% [3.43-16.10] vs
11.05% [6.68-23]; p=0.01) y mayores de Tfr (11.30% [7.27-19.90] vs 9.09% [7.32-
13.50]; p=0.041) y una tendencia a mayores porcentajes de Tfh2 (12.20% [5.27-
23.40] vs 9.15% [5.95-13.40]; p=0.055) y menores de macréfagos M1 (14.10%
[4.53-26.30] vs 18.20% [4.95-26.80]; p=0.059) en comparacion con los pacientes
con fenotipo fibrético (Tabla suplementaria 1) (Figura 1). No hubo diferencias en los
porcentajes del resto de las subpoblaciones celulares. En el andlisis de regresion
logistica las subpoblaciones que permanecieron asociadas fueron las Tfh17 (OR
0.60, IC 95% 0.41-0.88, p=0.01) y las Tfh2 (OR 1.57, IC 95% 1.01-2.45, p=0.046).
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Figura 1. Diferencias de porcentajes en subpoblaciones celulares entre
fenotipos proliferativo vs fibrotico.
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8.4. Las subpoblaciones celulares en pacientes con ER-IgG4 difieren

de acuerdo al estado de actividad.

Los pacientes con ER-IgG4 activa presentaron porcentajes mayores de células Tfh
(CXCR5+ICOS+Bcl6+) (p<0.001), Tfh1l7 (p<0.001), Trl (p=0.001), Th3 (p=0.01),
pDC IL-10 (p=0.005) y macréfagos M1 (p=0.017) en comparacion con pacientes con
enfermedad inactiva (Tabla suplementaria 2) (Figura 2). No hubo diferencias en los
porcentajes del resto de las subpoblaciones celulares. En el analisis de regresion
logistica las subpoblaciones que permanecieron asociadas fueron las Tth17 (OR
1.46, IC 95% 1.05-2.04, p=0.025) y las Trl (OR 1.33, IC 95% 1.01-1.74, p=0.043).
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Figura 2. Diferencias de porcentajes de subpoblaciones celulares
entre pacientes con enfermedad activa vs pacientes con
enfermedad inactiva.
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Tampoco se observaron diferencias estadisticamente significativas en los
porcentajes de subpoblaciones celulares entre pacientes con ER-IgG4 de novo,

pacientes con recaidas o pacientes con actividad persistente.

8.5. Las subpoblaciones celulares en pacientes con ER-IgG4 no
difieren de acuerdo a la presencia de atopia.

Al comparar a los 11 pacientes con atopia contra los 32 pacientes sin atopia no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en los porcentajes de las

subpoblaciones celulares analizadas.

8.6. Las subpoblaciones celulares en pacientes con ER-IgG4 no
difieren en pacientes sin tratamiento inmunosupresor en comparacion

con pacientes con tratamiento inmunosupresor.

Al comparar a los 27 pacientes con ER-IgG4 que al momento del reclutamiento
estaban bajo tratamiento con algin inmunosupresor contra los 16 pacientes sin
tratamiento, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en los

porcentajes de ninguna de las subpoblaciones celulares.

Al comparar a los 16 pacientes sin tratamiento inmunosupresor al momento del
reclutamiento contra los sujetos sanos se encontraron hallazgos similares que al
incluir a la cohorte completa, porcentajes significativamente mayores de: Th2
productores de IL-4, IL-13, e IL-5, T CD4+/IL-21+, Th9, T CD4+ citotdxicos
(SLAMF7+/IL-1B+/TGF-B1+), Tfh (CXCR5+ ICOS+Bcl6+), Tfhl, Tfh2, Tfh17, Tfr,
Tregs FOXP3+, Th3, Bregs, pDC IL-10, macréfagos M1 y macréfagos M2, mientras

gue no hubo diferencias significativas en los porcentajes de células Tr1.

8.7. Correlaciones entre subpoblaciones celulares y variables clinicas

y serolégicas.

Se determinaron las correlaciones entre las diferentes subpoblaciones celulares las

cuales se muestran en el mapa de calor (Figura 3).
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Figura 3. Mapa de calor que muestra las correlaciones entre las
distintas subpoblaciones celulares.

Las subpoblaciones celulares con mayor nimero de correlaciones estadisticamente
significativas fueron los TCD4+ citotoxicos (SLAMF7+/IL-18+/TGF-1+) que
correlacionaron con Th2 (CD4+/IL-4+; p=-0.35, p=0.02), Th2 (CD4+/IL-5+; p=-0.48,
p=0.001), Tregs (FOXP3+; p=0.34, p=0.03), Tth17 (p=0.34, p=0.01), Bregs (p=0.56,
p<0.001), pDC IL-10 (p=0.38, p=0.01) y macrofagos M2 (p=0.31, p=0.04); y las
Tfh17 que correlacionaron con Th2 (CD4+/IL-4+; p=-0.46, p=0.002), Th2 (CD4+/IL-
13+; p=0.31, p=0.040), Th2 (CD4+/IL-5+; p=-0.37, p=0.02), TCD4+ citotoxicos
(SLAMF7+/IL-13+/TGF-B1+; p=0.39, p=0.01), Tfh (CXCR5+ICOS+Bcl6+; p=0.40,
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p=0.009), Trl (p=0.51, p=0.001), pDC IL-10 (p=0.41, p=0.004) y macrofagos M1
(p=0.32, p=0.04). Ademas, las células Th2 (CD4+/IL-4+), Th2 (CD4+/IL-13+) y Th2
(CD4+/IL-5+) correlacionaron entre ellas, al igual que las Tfhl, Tfth2 y Tfr y las

células reguladoras Th3, Bregs y pDC IL-10.

Se encontré correlacion entre los niveles de IgG4 séricas y las células Tfh
(CXCR5+ICOS+Bcl6+; p=0.32, p=0.04) y Tregs (FOXP3+; p=-0.35, p=0.02).
También se encontré una correlacion positiva entre el nimero de érganos afectados
y Tfh17 (p=0.45, p=0.002), Trl (p=0.34, p=0.03), pDC IL-10 (p=0.40, p=0.008) y
macréfagos M1 (p=0.36, p=0.02) y entre el IR ER-IgG4 y las Tfh2 (p=0.34, p=0.03)
y Tth17 (p=0.33, p=0.03).

8.8. Correlacién entre el tiempo de evolucion de la enfermedad vy el
porcentaje de subpoblaciones celulares.

Al analizar a los 11 pacientes con ER-lgG4 activa de novo se observé una
correlacion entre el tiempo en meses entre el inicio del primer sintoma atribuible a
la enfermedad y el diagnostico/reclutamiento y las siguientes subpoblaciones
celulares: Th2 (CD4+/IL-4+; p=-0.77, p=0.008), Th2 (CD4+/IL-13+; p=-0.65,
p=0.03), Th2 (CD4+/IL-5+; p=-0.73, p=0.01), T CD4+ citotéxicos (SLAMF7+/IL-
1B+/TGF-B1+; p=0.67, p=0.03) y Tfr (p=-0.76, p=0.007) .

9. Discusion.

En el presente estudio analizamos distintas subpoblaciones celulares en pacientes
con ER-IgG4 en comparacion con sujetos sanos y las diferencias de estas
subpoblaciones entre fenotipos clinicos. Encontramos que los pacientes con ER-
IgG4 presentan porcentajes mayores de Th2 productoras de IL-4, IL-13, e IL-5, T
CD4+/1L-21+, Th9, T CD4+ citotdxicos, ceélulas Tth totales circulantes, Tfhl, Tfh2,
Tth1l7, Tfr, Tregs FOXP3+, Th3, Bregs, pDC IL-10, macréfagos M1 y macrofagos
M2 comparados con los individuos sanos. Ademas, encontramos diferencias
evidentes en el inmunofenotipo de células circulantes entre los distintos fenotipos

clinicos de la ER-IgG4 y de acuerdo al estado de actividad de la enfermedad.
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Los fenotipos pancreato-hepatobiliar y el retroperitoneal-aértico fueron los que
tuvieron los mayores porcentajes de células Tfh17, ademas, el primero presento el
mayor porcentaje de linfocitos T CD4+ citotéxicos y una menor respuesta Th2;
mientras que el segundo, presento la mayor cantidad de células Trl productoras de
IL-10. Los pacientes con fenotipos limitado a cabeza y cuello se caracterizaron por
tener menor respuesta Th2 y porcentajes de linfocitos T CD4+ citotoxicos
aumentados y fue el fenotipo donde las subpoblaciones reguladoras productoras de
IL-10 y TGF-B1 se encontraban mas elevadas. Por lo contrario, los pacientes con
fenotipo Mikulicz/sistémico se caracterizaron por tener una importante respuesta
Th2, Tthl y Tfh2 y menores cantidades de subpoblaciones de células reguladoras
productoras de IL-10 y TGF-B1, ademas de ser el fenotipo con la menor cantidad
de linfocitos TCD4+ citotoxicos. Estos diferentes inmunofenotipos de células
circulantes podrian explicar las presentaciones clinicas de los distintos fenotipos y

su serologia, ademas de las diferencias en la respuesta al tratamiento.

Para que las células plasmaticas produzcan IgG4 se requieren citocinas de la
respuesta Th2 como son IL-4, IL-5 e IL-13.%2 Debido a que la ER-IgG4 se caracteriza
por elevacién de IgG4 en sangre y tejidos y a que los pacientes con ER-lgG4
comunmente presentan historia de atopia, elevacién de eosinéfilos e IgE sérica, los
linfocitos Th2 fueron las primeras subpoblaciones celulares estudiadas. En 2007
Zen y cols. analizaron mediante PCR cuantitativo e hibridacion in situ en tejidos de
pacientes con ER-IgG4, predominantemente del fenotipo pancreato-hepatobiliar,
que las citocinas de la respuesta Th2, IL-4, IL-5 e IL-13, se encontraban aumentadas
en comparaciéon con diversos controles con otras enfermedades (e.g. Sindrome de
Sjogren, colangitis esclerosante primaria, sialolitiasis).!* Tanaka y cols. también
encontraron una expresion incrementada de células Th2 en glandulas salivales de
pacientes con sindrome de Mikulicz en comparacion con pacientes con sindrome
de Sjogren.'? Posteriormente, la participacion de la polarizacion de células T
virgenes a Th2 en la ER-IgG4 fue evidente en diversos estudios en pacientes con
enfermedad oftalmica relacionada a IgG4,2°-3° colangitis esclerosante relacionada a
IgG4,%! y ER-IgG4 en general.'31* Nuestro estudio corrobora dichos hallazgos al

encontrar que los pacientes hispanos con ER-IgG4 tienen mayores porcentajes de

21



células Th2 en comparacion con sanos. Ademas, es importante notar que no hubo
diferencias en los porcentajes de células Th2 entre pacientes con o sin atopia, lo
qgue indica que la respuesta Th2 en pacientes con ER-IgG4 no depende de la
presencia de atopia como ha sido sugerido por Mattoo y cols.®> Encontramos que el
fenotipo Mikulicz/sistémico es en el que predomina la polarizacion Th2; estos
hallazgos podrian explicar el por qué el fenotipo Mikulicz/sistémico es el que tiene
mayores cantidad de 1gG4 séricas.*®

La IL-21 juega un papel importante en la formacion de centros germinales y el
cambio de isotipo de las inmunoglobulinas y es producida principalmente por células
Th2 y Tth. Maehara y cols demostraron que en pacientes con ER-IgG4 la IL-21
contribuye a la producciéon de 1gG4 y su expresion en glandulas salivales
correlaciona con el nuimero de centros germinales.®> En nuestro estudio
demostramos que los pacientes con ER-lgG4 presentan mayor cantidad de
linfocitos TCD4+ productores de IL-21, siendo el fenotipo pancreato-hepatobiliar el

gue exhibia menores porcentajes.

Recientemente, una subpoblacién de células T helper productoras de IL-9 se
identificd, denominandose células Th9 que se consideran parte de la respuesta
Th2.3334 La IL-9 es una citocina con funciones pleiotropicas en el sistema
inmunoldgico, por ejemplo, promueve el crecimiento de mastocitos y su
acumulacion en tejidos inflamados y provoca el cambio de isotipo a IgE. El papel de
esta subpoblacion se ha descrito en algunas enfermedades inflamatorias y
autoinmunes como la enfermedad inflamatoria intestinal, enfermedades atopicas y
las vasculitis de grandes vasos.3* Este estudio es el primer en describir que las
células Th9 se encuentran aumentadas en pacientes con ER-IgG4 lo cual podria
contribuir en la produccion de IgE y las manifestaciones alérgicas que acompafan

la enfermedad.

De acuerdo a lo reportado por Mattoo y cols, encontramos que los linfocitos T CD4+
citotoxicos se encuentran significativamente elevados en pacientes con ER-IgG4 en
comparacion con sujetos sanos.*® Sin embargo, no observamos correlacion entre el

porcentaje de esta subpoblacién, con niveles de IgG4, ni el nUmero de érganos
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afectados como se reportd previamente.® También determinamos que los fenotipos
pancreato-hepatobiliar y limitado a cabeza y cuello son los que presentan mayores
concentraciones de linfocitos T CD4+ citotoxicos. Asi mismo, la correlacion positiva
entre el tiempo de evolucion de la enfermedad con el porcentaje de linfocitos T CD4+

citotoxicos sugiere que su concentracion es tiempo-dependiente.

Las células Tfh son un fenotipo Unico de células T cooperadoras que participan en
la diferenciacion de las células B durante su desarrollo y contribuyen al cambio de
isotipo de las inmunoglobulinas, la hipermutacion somatica y la formacion de centros
germinales. En los ultimos 5 afios, ha surgido un importante interés en discernir el
papel de esta subpoblacién celular en la ER-IgG4. Akiyama y cols demostraron que
de entre las distintas subpoblaciones de células Tth (Tfhl, Tth2, Tfth17), las células
Tfh2 se encontraban aumentadas en comparacion con controles con sindrome de
Sjogren, rinitis alérgica y sujetos sanos y que su concentracion correlacionaba con
la actividad de la enfermedad, los niveles de IgG4, IL-4 y plasmablastos en
pacientes con ER-IgG4 activa.?® Posteriormente, los mismos investigadores
demostraron en estudios mecanisticos que las células Tfh2 inducian la
diferenciacion de células B virgenes a plasmablastos y la subsecuente produccién
de 1IgG4 mas eficientemente que las células Tfh1ly Tfh17.22 Dichos hallazgos se han
replicado en diversas cohortes de pacientes con ER-IgG4, los cuales han
encontrado de manera consistente que las células Tfth y en particular, la
subpoblacién Tfh2, se encuentran elevadas en pacientes con ER-IgG4 tanto en
sangre periférica'®3>-%° como en los tejidos afectados®6-3840 y los 6rganos linfoides
secundarios y terciarios,* correlacionando con los niveles de IgG4 sérica®®3” y con
la afeccion multiorganica.®>-3” Por otro lado, también se ha demostrado que las
células Tfh2, inhiben la apoptosis de células B.3” En contraste, solo algunos estudios
han determinado un aumento de las células Tthl y Tfh17 en pacientes con ER-
IgG4.1322 En nuestro estudio encontramos que tanto las células Tfh, como sus 3
subpoblaciones Tfhl, Tfh2 y Tfh17 estan aumentadas en pacientes con ER-IgG4 en
comparacion con sujetos sanos y su relacién con la produccion de IgG4 y actividad

de la enfermedad es evidente ya que las células Tfh correlacionaron con los niveles
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de 1gG4 y sus concentraciones fueron mayores en pacientes con ER-IgG4 activa.
Ademas, aunque no se trate de un estudio mecanistico, nuestros hallazgos sugieren
que las células Tfh17 podrian jugar un papel igualmente importante que las Tfth2 en
la fisiopatogenia de la enfermedad, ya que los porcentajes de células Tfh17 también
se encontraron mas aumentados en pacientes con ER-IgG4 activa y dichos
porcentajes correlacionaron con el numero de 6rganos afectados y el IR ER-1gG4,
en contraste con las Tfh2 que solamente correlacionaron con el IR ER-IgG4.
Ademas, los porcentajes de las 3 subpoblaciones de Tfh fueron distintos entre los
fenotipos clinicos, mientras que las Tfh17 predominaron en los fenotipos pancreato-
hepatobiliar y retroperitoneal-adrtico, las Tfhl y Tfh2 predominaron en el fenotipo
Mikulicz/sistémico.

Las células Tfr participan en el control de la formacién del centro germinal y el
cambio de isotipo al regular la actividad de las células Tfh mediante la produccién
de citocinas como la IL-10 y el TGF-B.4' De acuerdo al estudio de Ito y cols
encontramos que los pacientes con ER-IgG4 presentan mayores concentraciones
de Tfr que sujetos sanos,3® y aungue no encontramos correlacion con los niveles de
IgG4 o el numero de 6rganos afectados, encontramos que la Unica subpoblacion
celular presente en mayor porcentaje en pacientes con fenotipo proliferativo fueron

las células Tfrs.

La presencia de linfocitos reguladores fue descrita en los trabajos seminales sobre
la fisiopatogenia de la ER-IgG4. Zen y cols encontraron que existian mayores
cantidades de células Tregs FOXP3+ en tejidos de pancreatitis autoinmune y otros
sitios extrapancreaticos afectados en comparacién con diversos controles con otras
enfermedades.!! Otros estudios han replicado dichos hallazgos en distintos
fenotipos de la ER-1gG4.1214.354243 Asi mismo, Sumimoto y cols demostraron por
primera vez que los linfocitos Bregs CD19+CD24hiCD38hi estaban incrementados
en pacientes con pancreatitis autoinmune tipo 1 en comparacién con controles con
pancreatitis crénica, cAncer pancreatico y sujetos sanos.** En contraste con dichos
hallazgos, Lin y cols reportaron menores concentraciones de linfocitos Bregs

CD19+CD24hiCD38hi en pacientes con ER-IgG4 en comparacion con controles.*

24



Otras subpoblaciones de linfocitos reguladores como las células Trl y Th3 no se
habian estudiado previamente en pacientes con ER-IgG4. En este trabajo
encontramos que las 4 subpoblaciones reguladoras (Tregs FOXP3+, Bregs, Trly
Th3) se encuentran aumentadas en pacientes con ER-IgG4 en comparacion con
sujetos sanos, existiendo diferencias entre los distintos fenotipos clinicos en las
Bregs, Trly Th3.

Los macrofagos y otras células del sistema inmune innato se han implicado también
en la patogénesis de la ER-IgG4. En especial, se ha descrito que los macrofagos
M2 contribuyen a perpetuar la respuesta Th2, el infiltado por células plasmaticas y
la fibrosis en pacientes con ER-IgG4 mediante la produccién de APRIL, IL-10,
CCL18 e 1L-33.234647 También se han observado incrementadas las células
dendriticas mieloides y plasmocitoides.3®4® Estudios mecanisticos realizados en
Japdén demostraron que en pacientes con pancretitis autoinmune relacionada a IgG4
la activacion de las células pDC esta implicada en el desarrollo de inflamacion y
fibrosis mediante la producciéon de IFN-a e 1L-33.434% Sin embargo, las células
dendriticas pueden desempefiar también un papel tolerogénico aumentando la
diferenciacion de células T en células T reguladoras y células Trl, esto mediante la
produccion de IL-10, para suprimir la respuesta Th2.5° En el presente estudio
encontramos mayor porcentaje de macrofagos M1, macrofagos M2 y pDC
productoras de IL-10 en pacientes con ER-IgG4 en comparacién con controles,
siendo diferente entre los distintos fenotipos clinicos. Es importante notar que no se
habia reportado aumento de macréfagos M1 en pacientes con ER-IgG4
previamente. Los macréfagos M1 se consideran proinflamatorios ya que secretan
citocinas tales como: TNF-q, IL-1qa, IL-1B, IL-6 and IL-23 y producen dafio tisular a
través de la generacién de especies reactivas de oxigeno;®! estas citocinas son
proinflamatorias, sin embargo, existe evidencia de que el TNF-a podria participar el
el proceso de fibrosis. Por ejemplo, se ha demostrado que el TNF-a esta involucrado
en el desarrollo de fibrosis renal y pulmonar en modelos murinos,®%°3 mientras que
en la ER-IgG4 la evidencia es limitada; recientemente, Hong y cols demostraron que
el TNF-a producia dafio tisular en sialadenitis relacionada a IgG4 por medio de

autofagia.>* En conclusion, los macréfagos M1 podrian estar involucrados en la
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fisiopatogenia de la ER-IgG4 induciendo fibrosis directamente por TNF-a, o
indirectamente debido a dafio tisular y la consiguiente activacion de los mecanismos
reparadores tisulares; no obstante, se requiere de estudios mecanisticos para poder

discernir esta cuestion.

Recientemente Wallace y cols definieron 4 fenotipos en la ER-IgG4 que difieren en
la distribucién de los organos afectados, edad, tiempo al diagndstico, sexo y
concentraciones de 1gG4.° Por otra parte, también se ha reconocido un fenotipo
proliferativo y un fibrético.'° Se cree que esta variabilidad fenotipica podria deberse
a diferentes factores de riesgo genéticos y ambientales, los cuales no se han
dilucidado. Nuestro estudio demuestra que cada fenotipo cuenta con un
inmunofenotipo de células circulantes distintivo (Figura 4), el cual podria explicar la
predileccion por afectar un determinado grupo de 6rganos, las concentraciones de

IgG4 séricas y el grado de inflamacion y/o fibrosis en los érganos afectados.
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Figura 4. Diferentes inmunofenotipos caracterizan los distintos fenotipos clinicos en ER-1gG4.
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La fibrosis se define como el depdsito excesivo de componentes de tejido conjuntivo
en un o6rgano, en respuesta a un desencadenante que conlleva a una disrupccion
de la arquitectura fisiologica de dichos 6rganos y a su disfunciébn. En las
enfermedades fibréticas, de las cuales la ER-IgG4 es un nuevo prototipo, los
desencadenantes especificos para cada enfermedad (aun desconocido en ER-
IgG4) inician un dafio dirigido a un sitio u oOrgano, lo cual activa distintas
subpoblaciones celulares profibréticas. La respuesta inflamatoria en las
enfermedades fibréticas varia, pero comparte la polarizacion hacia una respuesta
combinada Th2/macréfago M2, la subsecuente sobreexpresion de mediadores
profibréticos (e.. TGF-B) y la activacion y acumulaciéon de miofibroblastos. Sin
embargo, en cada enfermedad fibrética, existen mecanismos distintivos de fibrosis
como son la composicion del infiltrado (ademas de la respuesta Th2/macrofago M2),

vias de sefializacion distintas y la fuente de la que provengan los miofibroblastos.®

Recientemente, Pillai sugiri6 que en la ER-IgG4 existen dos procesos o tipos de
fibrosis.%® La primera, denominada “fibrosis alérgica”, es orquestada por las células
Th2 y sus citocinas; de hecho, el modelo murino de ER-IgG4 LatY136F knock-in
gue se caracteriza por una respuesta Th2 exhuberante, puede reproducir la fibrosis
estoriforme caracteristica de la enfermedad.>”%® En la segunda, denominada
“fibrosis citolitica”, el evento desencadenante parece ser la eliminacién de células
apoptéticas (por parte de los linfocitos T CD4+ citotoxicos) seguido de la activacion
por parte de células T y B del proceso reparativo por macrofagos, fibroblastos y
miofibroblastos.®%° En nuestro estudio encontramos que pacientes de los 4
fenotipos tenian concentraciones elevadas de las subpoblaciones celulares
involucradas en los distintos tipos de fibrosis (e.j. células Th2, macréfagos M2,
linfocitos T CD4+ citotoxicos), en comparacion con sujetos sanos. Sin embargo, las
diferencias distintivas entre cada fenotipo indican una predominancia de alguno de
estos mecanismos. Ademas, encontramos una correlacion negativa entre el
porcentaje de células Th2 productoras de IL-4 e IL-5 con los linfocitos T CD4+
citotoxicos, lo cual apoya el concepto del predominio de una mecanismo fibrotico
sobre el otro.
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En el fenotipo pancreato-hepatobiliar se demostré una predominancia de linfocitos
T CD4+ citotdéxicos en comparacion con las células Th2, por lo que en este fenotipo
una “fibrosis citolitica” estaria principalmente involucrada. Ademas, es el Unico
fenotipo en donde predominaron los macrofagos M2, pero no los M1 y también
presento predominancia de Tfh17 en lugar de Tfhl y Tfh2. Las citocinas que estas
subpoblaciones celulares secretan incluyen a la IL-18+, TGF-B1, IL-33 e IL-17. Es
importante sefialar que la IL-17 tiene también un papel profibrético, tal y como se ha

demostrado en la fibrosis pulmonar idiopéatica y esclerodermia.®°

En el fenotipo retroperitoneal-adrtico predominé la respuesta Th2, por lo que es de
presumirse que, en este fenotipo esta mayormente implicada la fibrosis por
inmunidad Th2 o “fibrosis alérgica”. Ademas, se caracteriz6 por aumento de TCD4+
IL-21, Tfh7, Trl y macrofagos M1. La IL-21 puede ser profibrética ya que acentia
los efectos de la IL-4 e IL-13 en macrofagos y se ha implicado en la induccion de
fibrosis cutdnea y pulmonar en modelos murinos de fibrosis inducida por
bleomicina.b%¢? Las células Trl se consideran inmunorreguladoras al suprimir a
células T efectoras y por su papel en la regulacion de la tolerancia periférica debido
a que secretan IL-10;53 de hecho, se ha demostrado que las células Trl disminuyen
lainflamacién colénica en un modelo murino de enfermedad inflamatoria intestinal.®
La presencia de células Trl productoras de IL-10 en pacientes con este fenotipo, en
pacientes con ER-IgG4 fibrético, y en pacientes con ER-lgG4 activa como se
observo en este estudio, podria ser la consecuencia y no causa del proceso
fibroinflamatorio propio de la enfermedad, y estar elevadas como un mecanismo
compensatorio anti-inflamatorio. Sin embargo, evidencia reciente en modelos
murinos de fibrosis pulmonar sugiere que la IL-10 pudiera ser profibrética al
exacerbar la respuesta Th2, la produccion de IL-4 e IL-13, el reclutamiento de
fibrocitos y la activacion de los macréfagos M2 mediante la via CCL2/CCR2,%566 por
lo que, en ER-IgG4 la IL-10 podria ser profibrotica secundario a alguno de estos
mecanismos. De hecho, un estudio reportdé que los pacientes con ER-IgG4 tienen
niveles elevados de CCL2 en comparacion con sujetos sanos.®” Se requieren
estudios mecanisticos para determinar el papel de la IL-10 en ER-IgG4. Por otro

lado, la fibrosis retroperitoneal, también llamada periaortitis, se origina de la
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adventicia de la aorta y se extiende hacia el espacio peri-adventicial.®® De igual
forma, otras manifestaciones de la ER-IgG4 que pueden acompafar a la fibrosis
retroperitoneal y que son consideradas dentro del fenotipo fibrotico, se originan en
sitios anatémicos en donde existen 6érganos con adventicia: fibrosis mediastinal y
mesenteritis esclerosante. La adventicia es un tejido rico en fibroblastos con
capacidad de diferenciarse a miofibroblastos.®® La combinacién de mecanismos
profibréticos que encontramos en este fenotipo clinico podria tener un trofismo

dirigido hacia la adventicia vascular.

El inmunofenotipo de los pacientes con fenotipo limitado a cabeza y cuello fue
similar al pancreato-hepatobiliar, con predominio de linfocitos T CD4+ citotoxicos y
Tfh17, pero con mayor polarizacién hacia macréfagos M1 y fue el fenotipo donde
mas elevados se encontraron los porcentajes de células reguladoras: Th3, Bregs y
pDC productoras de IL-10. Por lo tanto, dominaria la “fibrosis citolitica”, mediada por
linfocitos T CD4+ citotdxicos y macrofagos M1, y el aumento ulterior de mecanismos

reparadores manifestado por células reguladoras productoras de TGF-B1 y IL-10.

Finalmente, los pacientes con fenotipo Mikulicz/sistémico fueron los que exhibieron
las mayores concentraciones de células Th2 y menores de linfocitos T CD4+
citotoxicos, polarizacion hacia macréfagos M1 sobre M2, y menores porcentajes de
subpoblaciones reguladoras y profibréticas (Th3, Trl, Bregs, pDC IL-10); ademas,
en contraste con los otros fenotipos, observamos un predominio de Tfhl y Tfh2
sobre Tfh17. De hecho, se considera que la mayoria de las manifestaciones del
fenotipo Mikulicz/sistémico pertenecen al fenotipo proliferativo de la ER-IgG4, en el
cual predomina inflamacién en los tejidos afectados y existe poca fibrosis.1° Lo
anterior también explica nuestro hallazgos de menores porcentajes de células
reguladoras y profibroticas encontrados en este fenotipo en comparacion con los
fenotipos en los cuales hay menos 6rganos afectados y mayor frecuencia de
manifestaciones consideradas fibréticas como la fibrosis retroperitoneal, la

mediastinitis esclerosante o la tiroiditis de Riedel.

El tratamiento con glucocorticoides y otros inmunosupresores puede disminuir la

concentraciones de las distintas subpoblaciones celulares como se ha demostrado
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en algunos estudios.*3182035 Aunque en nuestro estudio no se determinaron las
subpoblaciones celulares de manera prospectiva, no encontramos diferencias en
las subpoblaciones celulares entre pacientes con y sin tratamiento al momento del
reclutamiento; y nuestros resultados contra controles permanecieron similares al

incluir solo a los pacientes sin tratamiento.

Es importante mencionar algunas de las limitaciones de nuestro estudio. En primer
lugar, algunos fenotipos estuvieron infrarepresentados debido a que son
infrecuentes en poblacidn hispana (e.j. fenotipo retroperitoneal/aértico) y la muestra
pequefia pudo haber impedido el encontrar resultados estadisticamente
significativos; segundo, no se analizaron de manera prospectiva las distintas
subpoblaciones celulares en el mismo paciente para determinar si se modifican con
el tratamiento; tercero, no se determinaron otras subpoblaciones celulares que
también se han reportado elevadas y con un papel fisiopatogénico putativo en ER-
IgG4 como los plasmablastos, las pDC productoras de IL-33 e IFN-a o las células T
cooperadoras periféricas (CD4*CXCR5PD-1%);164%970 y cuarto, no realizamos
estudios mecanisticos por lo que nuestros hallazgos deben tomarse con los

bemoles de un estudio basado en asociaciones y correlaciones.

A pesar de estas limitaciones, nuestro trabajo es el primero que analiza un nimero
tan importante de subpoblaciones celulares relacionada con la fisiopatogenia de
ER-IgG4 en una cohorte de pacientes de un solo centro, con abordaje y manejo
homogéneos. Ademas, es el primer estudio en determinar las diferencias en el
inmunofenotipo de cada uno de los fenotipos clinicos de la ER-IgG4 y el primero en

reportar elevacion de células Th9, Trl, Th3 y macrofagos M1 en esta enfermedad.

En conclusién, los pacientes con ER-IgG4 presentan elevacion de subpoblaciones
celulares proinflamatorias y profibroticas. La variabilidad en la presentacion clinica
de los pacientes con ER-IgG4 podria deberse a la participacion de diferentes
subpoblaciones celulares y consecuentemente de una respuesta fibroinflamatoria

distinta en cada fenotipo clinico.
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11. Material suplementario.

Tabla suplementaria 1. Subpoblaciones celulares en pacientes con ER-IgG4 de acuerdo a fenotipo
proliferativo vs fibrético.

Proliferativo Fibrético P
(N=33) (N=10)

Th2 (IL-4; %) 4.70 (1.09-18.50) 4.80 (1.04-19.40) 0.83
Th2 (IL-13; %) 6.24 (1.10-18.40) 7.33 (1.10-23.60) 0.62
Th2 (IL-5; %) 4.72 (1.46-23) 5.19 (1.20-9.96) 1

TCDA4+ (IL-21; %) 5.68 (1.46-22.90) 6.56 (3.32-16.80) 0.76
Th9 (%) 6 (1.67-26.80) 5.79 (1.44-11.80) 0.72
TCD4+ citotéxicos (%) 26.10 (13-51.40) 24.70 (9.82-53.10) 0.70
Tfh (CXCR5+ ICOS+Bcl6+) (%) 6.06 (2.61-18.30) 6.39 (4.20-12.70) 0.45
Tfh1 (%) 11 (4.14-20.40) 9.54 (7.87-11.30) 0.22
Tfh2 (%) 12.20 (5.27-23.40) 9.15 (5.95-13.40) 0.055
Tfh17 (%) 7.42 (4.42-18) 12.95 (8.42-18.20) 0.002
Tfr (%) 11.30 (7.27-19.90) 9.09 (7.32-13.50) 0.041
Tregs (FOXP3 +; %) 11.30 (7.27-19.90) 9.09 (7.32-13.50) 0.56
Trl (%) 7.47 (3.43-16.10) 11.05 (6.68-23) 0.01
Th3 (%) 12.10 (3.65-23) 12.75 (7.16-25.50) 0.54
Bregs (%) 13.80 (5.22-20.50) 14.40 (7.54-19.80) 0.81
pDC IL-10 (%) 12.20(2.99-21.20) 13.20 (8.25-29.20) 0.27
Macroéfagos M2 (%) 10.20 (5.29-17.60) 11.80 (8.03-13.40) 0.11
Macroéfagos M1 (%) 14.10 (4.53-26.30) 18.20 (4.95-26.80) 0.059

Todos los resultados se presentan en medianas del porcentaje de células (intervalo min-max). La
comparacion entre ambos grupos se realiz6 mediante prueba de U de Mann-Whitney.
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Tabla suplementaria 2. Subpoblaciones celulares en pacientes con ER-IgG4 activa vs inactiva.

Activa Inactiva P
(N=22) (N=21)
Th2 (IL-4; %) 3.16 (1.04-19.40) 5.76 (1.09-18.50) 0.123
Th2 (IL-13; %) 6.36 (1.10-23.60) 6.45 (1.30-18.40) 0.923
Th2 (IL-5; %) 4.60 (1.20-23) 5.47 (2.36-9.96) 0.369
TCD4+ (IL-21; %) 6.07 (2.74-16.80) 6.36 (1.46-22.90) 0.437
Th9 (%) 5.34 (1.44-26.80) 6.91 (1.67-18.50) 0.308
TCD4+ citotodxicos (%) 25.80 (17.90-53.10) 26.10 (9.82-40.70) 0.528
Tfh (CXCR5+ ICOS+Bcl6+) (%) 7.93 (2.67-18.30) 5.54 (2.61-7.35) <0.001
Tfhl (%) 10.47 (4.71-19.50) 9.59 (4.14-20.40) 0.942
Tfh2 (%) 12.27 (5.69-23.40) 10.40 (5.27-18.90) 0.206
Tfh17 (%) 10.60 (5.21-18.20) 7.01 (4.42-11.10) <0.001
Tfr (%) 10.70 (7.41-19.90) 10.90 (7.41-19.90) 0.874
Tregs (FOXP3 +; %) 10.95 (7.06-14.30) 11.40 (7.10-15.40) 0.610
Trl (%) 11.50 (5.21-23) 6.67 (3.43-11.60) 0.001
Th3 (%) 13.75 (8.09-25.50) 11.30(3.65-21.70) 0.010
Bregs (%) 13.74 (7.52-19.80) 14 (5.22-20.50) 0.496
pDC IL-10 (%) 13.65 (8.60-29.20) 10.20 (2.99-21.20) 0.005
Macréfagos M2 (%) 11.35 (6.99-13.50) 9.68 (5.29-17.60) 0.148
Macréfagos M1 (%) 17.10 (5.86-26.80) 13.17 (4.53-26.30) 0.017

Todos los resultados se presentan en medianas del porcentaje de células (intervalo min-max). La
comparacion entre ambos grupos se realizé mediante prueba de U de Mann-Whitney.
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