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RESUMEN

ANTECEDENTES. Los linfocitos B (LB)
incluyendo los autorreactivos, tienen la
capacidad para capturar y procesar
antigenos. Cuando a través de su receptor
(BCR) interaccionan con IgG via Fcy pueden
presentar antigenos propios y/o extrafos
captados en complejos inmunes vy
participar en la activacién y regulacion de
la respuesta celular. En tuberculosis (TB) se
han reportado niveles altos de anticuerpos
anti IgG, especialmente en la fase activa, y
es frecuente encontrar la presencia de
complejos inmunes circulantes constituidos
por IgG anti-micobacteria.

En este trabajo se planteo la posibilidad de
que en esta enfermedad es factible
identificar alteraciones en la proporcién de
la poblacién B Fcy-especifica y evaluar su
capacidad como presentadora de

antigenos.

OBJETIVO. Identificar linfocitos B
Fcy especificos en sangre periférica de
pacientes con TB, y determinar si mediante
su capacidad para captar y procesar
complejos inmunes constituidos por I1gG y
antigenos micobacterianos; induce una

mayor activacién de la respuesta celular.

METODO. Se estudiaron muestras bioldgicas
de 9 pacientes con TB activa y 7 controles
sanos. La frecuencia de LB Fcy-especifico se
evalud por citometria de flujo usando LB
separados por MACS, a partir sangre
periférica. Su capacidad de interaccionar
con la porciéon Fc de IgG a través de su BCR
se evalué usando IgG humana marcada con
FITC previo bloqueo de los receptores para
su porcion Fc (FcyRs) con anticuerpos
especificos. También se analizé Ia
frecuencia de LB CD5+, una poblaciéon
potencialmente autorreactiva que también
puede alterarse en TB.

Adicionalmente en 5 muestras de
pacientes con TB se evalud la capacidad de
los LB (incubados con complejos inmunes
con y sin bloqueo de FcyRs; y control sin
incubacién de complejos inmunes) para
inducir proliferacion en células no B
autdélogas mediante co-cultivo, esto
midiendo la reduccién de rezasurina
(alamar blue; AB).

RESULTADOS.
pacientes con TB activa presentaron una

Se encontré que los

disminucion significativa (p=0.05 y z=-
1.958) de los LB Fcy-especificos con una
mediana de 3.13%  (extremos 0.44%-
5.39%) respecto al grupo control que
presentd una mediana de 11.4% (extremos
2.01%-15.8%). Respecto a la poblacién de
LB CD5+ también encontramos una
disminuciéon en TB activa (p=0.019 y z=-
1.006) de esta subpoblacion celular con
una mediana de 3.4% (extremos 0.18%-
14.9%), mientras que el grupo control
presentdé una mediana 11.1% (extremos
1.51%-29.6%).

En el co-cultivo no se encontraron
diferencias significativas (p=0.347 y z=-
0.94) en el porcentaje de proliferacion de
células no B autdlogas usando LB
incubados con complejos inmunes con y sin
bloqueo previo de los FcyRs.

Tampoco hay diferencia en el porcentaje
de proliferacion cuando hay bloqueo
previo de FcyRs de los LB y la condicion
control donde los LB no son incubados con
complejos inmunes (p=0.075 y z=-1.781).

CONCLUSIONES. La disminucion en las
proporciones en las células B Fcy-especifica
y en la subpoblacién CD5+ en TB activa no
han sido descritos. Aunque es dificil
proponer una participacion fisiopatogénica
esto debe ser debido a que los linfocitos
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Palabras clave: Linfocito B autorreactivo, tuberculosis,

autorreactivos son vitales en la modulacion complejos inmunes circulantes, anticuerpo anti-IgG.

de la respuesta inmune.

ABSTRACT
ANTECEDENTS. Different B
populations may have a relevant antigen

lymphocyte

presenting function. The appearance of an
autoreactive Fcy specific B cell showing the
potential to bind IgG and extrinsic antigens,
via B cell receptor (BCR) and seems to be
relevant in cell mediated regulation, has
been described in several immunologically
mediated diseases in which circulating
immunocomplexes and antibodies to self
IgG are frequent. This study, deals with the
identification of this B cell subpopulation,
and its possible antigen presenting cell
activity in tuberculosis (TB) in which a high
frequency of antimicobacterial antibodies,
anti 1gG immunoglobulins, and circulating
immunocomplexes have been reported.

OBIJECTIVE. To identify the presence of a B
Fcy specific in patients with TB,
the of this
lymphocyte, including the ability to bind

cell
evaluating characteristics
IgG via BCR, and the capacity to induce
cellular activation or have an APC function.
METHODS. We studied 9 patients with
active TB and 7 healthy individuals. The
frequency of B cell Fcy specific was
evaluated through flow citometry using a
CD19 staining together with the capacity to
recognize human IgG. Since the CD5+ B cell
population may also be involved as
autoreactive Fcy specific lymphocyte it was
also studied. Also, we studied 5 TB samples

in order to assess the APC capacity of total

B cells incubated with preformed immune
IgG
micobacterial antigens. Autologous cells

complexes containing and
were used as target lymphocytes and the

proliferation was measured using as
standard resazurin (Alamar blue) test.

RESULTS. The main findings in TB patients
were a low percentage in those peripheral
blood cells that showed Fcy specificity, and
CD5+ phenotype. The median value in the
first B cell population in TB was 3.13%
(extremes 0.44%-5.39%), and the healthy
group showed a median of 11.4%
(extremes 2.01%-15.85) (p=0.05). There
was also a low percentage of CD5+ cells in
TB with a median value of 3.4% (extremes
0.18%-14.9%) in this group, and 11.1%
(extremes 1.51%-29.6%) in healthy controls
(p=0.019). In the co-culture system, we did
find
Preformed

difference.

did
induce APC function in total B cells, and the
use of FcyR (CD64, CD32, and CD 16)
specific antibodies did not change the cell

not any significant

immunocomplexes not

proliferation index of autologous non B
cells (p=0.75y z=-1.781).

CONCLUSIONS. The decrease in the Fcy
specific B cell subpopulation and CD5+ cells
in active TB patients has not been
previously described. Although it is difficult
to propose a physipathogenic participation
this possibility must be considered, since
autoreactive lymphocytes are relevant in

several processes of immune modulation.

Keywords: autorreactive B cell, tuberculosis,
complexes circulating, anti-1gG.

immune
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I. INTRODUCCION

PROCESAMIENTO Y PRESENTACION ANTIGENICA

Un proceso imprescindible para la respuesta inmune adaptativa es la sinapsis

inmunoldgica en la que existe contacto entre una célula presentadora de antigeno

(Antigen Presenting Cell, APC) y un linfocito T (LT) que permite la generacién de

mecanismos efectores o de memoria en un contexto de cooperacion y/o citotoxicidad

celular [1, 2].

El rol primordial de las APCs es la activacién de linfocitos T CD4+ y CD8+, con la

participacién de los siguientes eventos:

a)

b)

Captacion de antigeno.

Esto mediante el reconocimiento de receptores como: receptores scanvenger (SR),
receptores de manosa (MR), receptores del complemento como CR1 (CD21), CR2
(CD35), CR3 (CD11b+CD18) y CR4 (CD11c+CD18); seguido de uno de los distintos
procesos que permiten la internalizacién de un antigeno a la célula como Ia
fagocitosis, macropinocitosis, endocitosis y/o autofagia [3].

Procesamiento de antigenos enddgenos y exdgenos.

Los antigenos enddgenos, que generalmente tienen una ubicacién intracelular o
citosdlica como las proteinas tumorales, virales o proteinas bacterianas producidas
dentro de células infectadas. Estas proteinas citosdlicas sufren una degradacion
por sistemas proteoliticos dando lugar a pequeiios péptidos que estan presentes
en todas las células. En este proceso la ubiquitina forma un conjugado con la
proteina intracelular (antigeno enddgeno) y ambos son conducidos a la parte
central del proteosoma donde el antigeno es fragmentado por subunidades
cataliticas como LMP-7 y LMP-2. Enseguida, mediante un mecanismo dependiente
de ATP los fragmentos peptidicos son acarreados por la proteina transportadora
TAP (transporter associated with antigen processing, TAP) al reticulo endoplasmico
rugoso, y en este organelo el segmento peptidico formarad un complejo con la
molécula MHC-I, y finalmente sera expresada en la superficie de la membrana

celular y asi podra interactuar con la célula T CD8+ [3-5].
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Los antigenos exdgenos son aquellos que deben ser internalizados por endocitosis
o fagocitosis, y son procesados por la via endocitica. Esta via involucra tres
compartimentos donde gradualmente se incrementa la acidez; el endosoma
temprano (pH 6.0-6.5) y el endosoma tardio (pH 5.0-6.0) compartimentos en los
cuales el antigeno es degrado en péptidos. Finalmente el antigeno puede ser
transportado hasta un compartimento rico en MHC-II; que se denominan MIIC
(compartimento de la clase II; propio de macréfagos y linfocitos en humanos). Este
compartimento MIIC puede tratarse de un endosoma tardio, lisosoma o bien el
fagolisosoma (fusién de lisosoma con un fagosoma) que constan de una menor
capacidad proteolitica y de un conjunto de proteinas que intervienen en el
acoplamiento del péptido exdgeno a el MHC-II, a continuacidn este proceso se
describe brevemente. Este péptido exdégeno, consta de diversos epitopes
conformacionales o lineales y es mediante un epitope de 13 a 18 residuos de
aminodcidos que se acopla al MHC-Il. EIl MHC-Il cuenta con la proteina
denominada cadena invariante (CD74) que bloquea la unién de antigenos
enddégenos a la molécula, el CD74 durante el transporte por los diferentes
compartimentos es degradado por enzimas proteoliticas como catepsina S. Hasta
gue solamente se encuentra el fragmento de CD74, denominado CLIP (Class II-
associated invariant chain peptide); la cual es intercambiada por el péptido
exogeno mediante la molécula HLA-DM. La molécula HLA-DM a su vez acelera la
union del péptido antigénico que podra ensamblarse en la porcidn mas
polimdrfica del MHC clase Il [3-6].

Sinapsis entre la APCy el linfocito T.

Esto ocurre mediante el reconocimiento del complejo MHC-péptido y el receptor
de la célula T (T cell receptor, TCR), proceso en el cual se presenta el evento
denominado sinapsis de activacién supramolecular (supramolecular activation
cluster; SMAC), que permiten que los componentes de la membrana celular
conocidas como balsas lipidicas (lipid raft) se polaricen alojando en el caso de la
célula T- al TCR, CD3, CD154, cadenas C, y los co-receptores como CD28. En esta
region central o SMAC la distancia entre ambas células es de 15nm y es
estabilizado por distintas moléculas de adhesién incluyendo algunas integrinas

(LFA-1/CD11a-CD18) en LT y sus ligandos de la superfamilia de las
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inmunoglobulinas ICAM-1/CD54 en la APCs, mientras que en la region periférica la

distancia es de 40nm [3-6].

d) Por ultimo la_expresién de moléculas co-estimuladoras, como CD80/CD86, CD40,

en APCs y CD2/LFA-2, CD154, CD28, CD58/LFA-3 expresadas en LT. Dichas
moléculas son vitales para la activacion inmunoldgica y su presencia puede
determinar el éxito de la activacidn de los linfocitos ya que entre sus funciones
estan promover sobrevivencia, estabilizar el contacto entre las células, y promover
la expresion de otros co-receptores como; el receptor para el factor de necrosis
tumoral en M¢s, cambio de isotipo en LB, asi como la transduccion de sefales [3-

5].
PRESENTACION CRUZADA (Cross-presentation).

En esta década se han propuesto que las APC profesionales pueden procesar tanto
antigenos exdgenos y antigenos propios mediante una via alterna que permite que los
péptidos exdgenos sean ensamblados al MHC-I y, presentados al linfocito T CD8+

teniendo la capacidad de promover una respuesta celular Th1 [3, 5].

De acuerdo a evidencias recientes y distintos modelos experimentales el proceso
ocurre principalmente en DCs. Los mecanismos vacuolares en los que hay una fusidn
del reticulo endoplasmico con el endosoma temprano el cual involucra el intercambio
de péptidos y puede ser dependiente o independiente de TAP. También se ha
reportado que el tipo de péptido acoplado al MHC puede favorecer el procesamiento
cruzado, como las proteinas de choque térmico (heat shock protein HSP) de la familia
HSP70. Por ejemplo el HSP70 al co-administrarse con gp33 (péptido proveniente del
virus de coriomeningitis linfocitica; LCMV) induce mayor actividad citotoxica en los

linfocitos [7, 8, 23].

Por otro lado en M¢s este mecanismo no parece ser recurrente, aunque reportes
recientes demuestran que algunas subpoblaciones lo desarrollan e incluso procesos
como la autofagia promueven este mecanismo [3, 6, 20]. Mientras que para los LB este
tipo procesamiento en condiciones de baja disponibilidad de antigeno se sugiere que

puede ser una via alterna fundamental. Ademas se ha demostrado que las células B
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realizan el procesamiento cruzado via CD91 cuando son estimulados con una fusién

peptidica de ovoalbuimina y HSP70r de Mycobacterium tuberculosis 3, 7, 8, 9].
CELULAS PRESENTADORAS DE ANTIGENO.

Estrictamente podemos referir que las APC profesionales son: a) las células dendriticas,
b) los macréfagos vy, c) los linfocitos B; que tienen como caracteristica comin expresar
constitutivamente el MHC-Il y por tanto involucra primordialmente la participacion de
este tipo de complejo y su unidn al péptido para realizar la sinapsis con el LT CD4+, sin
embargo cada una de estas células tienen caracteristicas que dependiendo de las
condiciones microambientales, fisiopatoldgicas, y de las propias interacciones que
mantengan con otras APCs y con distintos antigenos dictaran su rol en la homeostasis
[2, 10, 12-14]. Aunque todas las células nucleadas tienen la capacidad de presentar el
péptido en el contexto del MHC-I y es posible que expresen el MHC-II principalmente
durante la inflamacién en periodos mas cortos, estrictamente se considera que las

células profesionales solamente comprenden las tres células mencionadas. [2-4, 6].

MACROFAGOS (M¢s).

Dentro de las cualidades de esta APC, se encuentran su alta capacidad para capturar
antigenos, mediante mecanismos como la macropinocitosis, la autofagia y la
fagocitosis, propiedad que estd intimamente relacionada con su eficiente maquinaria
enzimatica que permite procesar rapidamente los antigenos [4, 15-18]. Los Maos
utilizan receptores para captar un gran niumero de antigenos propios y extrafios como:
receptor scanvenger (Scanvenger receptor; SR) que tiende a unirse a lipoproteinas de
baja densidad, el receptor de manosa (MR; CD206) y DEC205 (CD205) que
pertenecen a la familia de lectinas tipo |, los cuales se unen principalmente a manosa y
fucosa; receptores como CD11b/CD18 que capturan particulas recubiertas por
proteinas del complemento como C3Bi; receptores que capturan complejos inmunes
circulantes (CIC) como FcyRIl (CD32); hasta complejos como TLR4-CD14 que captan
antigenos de cardcter lipidico. Los M¢s se consideran como una de las principales
poblaciones cuya actividad como APC es también importante durante el inicio de la

respuesta inmune gracias a su gran capacidad de endocitosis [15, 16, 20].
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Recientemente se demostré en macréfagos que la autofagia resulta un proceso vital
no sélo para la captacién de antigenos sino también para el procesamiento cruzado.
Mediante macrofagos infectados con el virus herpes simple | (HSV-1) se observé
mediante microscopia de fluorescencia la expresiéon del marcador para autofagia LC3 y
la ausencia del mismo en el grupo de células no infectadas demostrando que la
autofagia es relevante para realizar la presentacidon cruzada [18]. Adicionalmente
existe una menor proliferacion de LT CD8+ respecto a aquellas células que fueron
tratadas con brefeldina-A la cual inhibe el transporte de moléculas a través de la ruta
biosintética (RE y aparato de Golgi) que es fundamental para la presentacién cruzada
[18]. Por otra parte, las propias condiciones de un microambiente o nicho
inmunolégico como el pulmdn determinan el “fenotipo” de cualquier poblacién celular
APC. Por ejemplo se ha demostrado que los macréfagos alveolares tienen una
capacidad menor para procesar antigenos derivados de Lysteria monocitogenes,

respecto a los macrofagos peritoneales [19].

Por otro lado, el tipo de antigeno que se procesa puede actuar predominantemente
sobre alguna APC. Por ejemplo, en ratéon usando una técnica donde eliminan
selectivamente M¢s mediante diclorometileno difosfonato (CI,MDP), se observd en
bazo que al estimular con liposomas que contienen ovoalbimina no existe incremento
en la proliferacién de LT citotéxicos, mientras que la estimulacion con virosoma
promueve la proliferacidon de estos linfocitos lo que se explica porque las DCs y LB
presentan estos péptidos a los LT. En el grupo control en el que no se eliminan
previamente los M¢s existe proliferacion de LT citotéxicos con ambos estimulos. Por lo
tanto los M¢s solamente presentan péptidos provenientes del liposoma cargado con

ovoalbumina induciendo la activacién de linfocitos T citotdxicos [16].
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CELULAS DENDRITICAS (DCs).

Se considera que una de las principales APC son las DC, las cuales se encuentran
virtualmente distribuidas en todos los tejidos. Convencionalmente su tarea es capturar
los antigenos vy lo realiza a través de receptores como: receptor Scanvenger (SR),
receptor de manosa (CD11c), receptor tipo lectina SIGN (DC-SIGN), receptor tipo Toll
(TLR), CD32 (FcyRll) y receptor del complemento CR4 (CD11c+CD18). Para realizar su
funcion APC es indispensable su migracion a ganglios linfaticos lo que ocurre a la par
de su maduracién (entre 1 a 3 dias) [3, 110]. Otra caracteristica importante es que se
han inmunofenotipificado diferentes subgrupos de DCs, existiendo cuando menos las
DCs convencionales y las plasmocitoides. Recientemente se ha especulado que las DCs
plasmocitoides que se encuentran en mucosas no requieren migrar para lograr
madurar sin embargo tienen una menor expresién de moléculas co-estimuladoras.
Incluso algunos reportes clasifican a las DCs en al menos 5 subtipos adicionales: CD8+,
CD4+, CD4-CD8-, Langerhans, e intersticial, con base en su origen o caracteristicas de
sus células progenitoras, ademds de la expresidon diferencial de los siguientes
marcadores: CD11c, CD8, CD4, CD205, CD11b, CD45RA [113, 114, 10, 23]. Aunque
seguramente faltan nuevos grupos celulares por identificar, ya que recientemente se
ha descrito una DC derivada de piel con perfil migratorio y fenotipo CD103+CD8a+ que

es capaz de realizar presentacion cruzada al igual que las DC CD8+ [24, 22, 23].

Por otra parte, algunas caracteristicas en la poblaciones de DCs que comparte con los
LB es que cuentan con un menor contenido de la proteasa lisosomal (lamp-1) y
parecen tener una mayor capacidad para degradar e internalizar lentamente los
antigenos reteniéndolos por mayor tiempo en drganos linfoides, ademds de que
también expresan constitutivamente moléculas MHC-Il y co-estimuladoras, aunque a

diferencia de las otras APCs tienen una alta densidad de CD86 [21, 3].
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CELULA B (linfocito B; LB).

Se considera que la tarea fundamental del linfocito B es diferenciarse en célula
plasmatica y producir anticuerpos. Sin embargo, sus funciones estan determinadas por
las caracteristicas genéticas intrinsecas de las subpoblaciones que constituyen estd

estirpe celular y el microambiente donde se encuentren.

Un ejemplo clasico de la influencia del microambiente en la poblacién de las células B
es el efecto de inflamacién que ocasiona una disminucidn de los linfocitos B (LB) en la
medula dsea y su desarrollo en el bazo. Esto sugiere que la maduracion se realiza en la
periferia donde existe una “seleccién menos estricta” causando el aumento de células
autorreactivas, favoreciendo padecimientos autoinmunes. Mientras que en
inflamacién crénica las vias de sefializaciones celulares y moleculares inducen la

formacidn de tejidos linfoides terciarios [25, 26, 27, 28].

Por otro lado, las poblaciones de células B han sido principalmente descritas en el
ratén donde ha sido posible distinguir por fenotipo, topografia y caracteristicas
funcionales dos grupos celulares principales (Tabla I). La poblacién B2 es la clase mdas
grande y es relativamente mads heterogénea es generada directamente en la médula
dsea y se encuentra recirculando en el bazo y los ganglios linfaticos, aunque es posible
también encontrarla en el bazo en la zona marginal. Puede decirse que se encuentran
en reposo recirculando en ganglios linfaticos hasta que son activadas tras su encuentro
con el antigeno o mediante citocinas (timo-independiente) o bien después del
contacto con el LT (timo-dependiente). Por lo tanto los principales marcadores para
identificar esta subpoblacién son CD19+ que es un pan-linfocito B, CD40+, CD27+, que

son propios de células activadas y CD38+ caracteristico de células plasmaticas [29, 49].

En cavidades pleurales y peritoneales hallamos una poblacién enriquecida de clase B1
y son la primeras en formarse en el higado fetal y cordén umbilical. La mayor
proporcién de estas células son CD5+, producen anticuerpos con menor afinidad,
presentan principalmente una respuesta timo independiente, tienen menor
hipermutacién, son capaces de auto-renovarse, cuentan con resistencia a la apoptosis

via Fas y se caracterizan por tener un perfil autorreactivo [35, 49].
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Estos conceptos por razones bioéticas y metodoldgicas son mas sencillos de realizar en
modelos murinos que en el humano, aunque diferentes trabajos han usado los
marcadores para identificar a los LB clase B1 en sujetos con padecimientos
autoinmunes, e incluso se encuentran de forma natural en individuos sanos [30, 31,
35]. Ademads estudios recientes han reportado subpoblaciones de células CD5+ que
tipicamente son descritos como clase B1 y estos parecen confirmar un grupo de
linfocitos con funcidn reguladora en sangre periférica al actuar sobre células T
reguladoras inhibiendo directamente la proliferacion por el contacto célula-célula o
mediante la secrecién de IL-10 que disminuye la proliferacién y activacién de LT, DCy

Mds[31, 115].

Estos LB pueden cambiar en términos de nimero y funcidon en algunas patologias
como diabetes mellitus, leucemia y patologias autoinmunes (artritis reumatoide vy
lupus eritematoso) respecto a los sujetos sanos. Por otra parte, también se ha
reportado que el incremento de dicha poblacién celular, estd correlacionado con la

produccién de autoanticuerpos y anticuerpos polirreactivos [30, 31, 32, 33].

TABLA |. POBLACIONES DE LB EN RATON.

TIPO DE POBLACION B-1 B-2
CELULAR B-1a B-1b Zona Marginal Folicular
FRECUENCIA 2% <1% 15% >70%
CDs
CD5 + - = -
CcD19 ALTO ALTO MEDIO MEDIO
CcD1d MEDIO MEDIO ALTO MEDIO
CD21 BAJO BAJO ALTO ALTO
CD23 o - - +
CD43 + + - -
IgM ALTO ALTO ALTO BAJO
IgD BAJO BAJO BAJO ALTO
CD32 + + + +
CD54 + = ? ?
CDh44 + = ? ?
CD43 + - ?/- ?/-
CD11a + é ? ?
CD9 + + = -

*Adaptado de referencias 29, 49 y 115.

Respecto a los sujetos sanos la poblacion B-1 se caracteriza por secretar IgA, IL-10 y
producir anticuerpos naturales polirreactivos (IgM) los cuales son generados sin la

exposicidon del antigeno, por lo que se considera que provee proteccion contra agentes
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patégenos como parte de una primera barrera en la inmunidad y se acepta que se

comporta como parte de la respuesta innata [29, 34, 35].

De acuerdo al perfil que define su produccién de citocinas algunos reportes sugieren
qgue podemos dividir a las células B en dos categorias: El de perfil regulador
caracterizado por la secrecién de IL-10 y TNF-o, y el perfil efector en el que se ha
reconocido la produccién de citocinas como IL-2, IL-4, TNF-a, IL-6 (tipicamente de
poblaciones B2), o IFNy, IL-12 y TNF-a. (tipicamente de poblaciones B1). Esto es muy
interesante, ya que en un inicio se identificé a la IL-10 como un factor de crecimiento
de linfocitos B, debido a la capacidad para inducir la proliferacion en estas células, y
porque actualmente se conoce que dentro de sus principales efectos pleiotrépicos
incluyen actuar como anti-inflamatorio e inhibidor de la proliferacion de LT, M¢s y DCs

[35, 36, 40].

Las células B de memoria constituyen otra poblacion celular importante, su
inmunofenotipo incluye la expresién de las moléculas CD19 y CD27, y se distingue por
secretar citocinas proinflamatorias (linfotoxina y TNF-a), y tener una baja produccion
de IL-10 respecto a los LB CD19+CD27- (fenotipo de LB naive). De hecho, el marcador
CD27 es el tipico perfil de una célula de memoria [28, 37]. En este mismo contexto, se
han identificado dos compartimentos, el de las células plasmaticas que son
responsables de la fase efectora o produccion de anticuerpos y otro correspondiente a
los LB de memoria que representan el proceso central que define a los precursores
capaces de generar y restablecer las células plasmaticas. La diferenciacion de las
células naive en células de memoria ocurre dentro de los centros germinales en los
ganglios linfaticos donde proliferan preponderantemente, se presenta hipermutacion,
cambio de isotipo, asi como seleccidon dirigida por el antigeno y finalmente

diferenciacién a células de memoria y plasmaticas [38, 39].

Una caracteristica muy interesante es que la expresion de CD27 en los LB se
incrementa gradualmente; los LB de sangre de corddn umbilical no expresan este
marcador mientras que el 40% de los LB de sangre periférica si lo expresan. Ademas,
también se ha reportado una poblacion de LB de memoria CD27-, estos se caracterizan

por presentar un menor tamafio con escaso citoplasma y son IgD+. Respecto a las
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diferencias funcionales, los CD27+ se activan mas rapidamente y pueden producir altos
niveles de IgM, 1gG, e IgA; después de la estimulacién via CD40 e IL-4, ademds de que

las células CD27+ secretan mas IgE respecto a las CD27- [38, 37, 29].

Recientemente en algunos modelos experimentales de procesos patolégicos como la
encefalomielitis autoinmune experimental, enfermedad de Crohn, lupus eritematoso
sistémico vy artritis reumatoide; se han descrito cambios importantes en las células B
reguladoras (Breg), una poblaciéon cuya ontogenia en el humano no ha sido posible
esclarecer al presentar marcadores propios de células B1 y B2 (Tabla IlI) y cuya
produccion de IL-10 y TGF-f parece contribuir en desarrollo de enfermedades

autoinmunes [41, 30, 42, 43, 48].

TABLA II. FENOTIPO DE LINFOCITOS B REGULADORES.

TIPO DE POBLACION Bregs
CELULAR
FRECUENCIA 1-2% en células mononucleares
CDs CARACTERISTICAS DE B1 CARACTERISTICAS DE B2
CD5 + +/.
CD19 ALTO
CDh1d ALTO
CD21 ALTO/MEDIO
cD23 . +/-
CDh43 -
IgM ALTO ALTO
IgD BAJO/MEDIO

*Adaptado de referencia 29

Aunque se ha reportado en modelos murinos que en algunos padecimientos
autoinmunes la delecién de esta poblacion Breg repercute de forma perjudicial. Por
ejemplo, al inducir artritis reumatoide por administracion de coldgena tipo Il en la cepa
DBA/1-TCRpP Tg se obtiene un incremento de la poblacién celular que produce IL-10
mediante la estimulacidn del receptor CD40, y un descenso de la poblacién que
produce IFN-y. Sin embargo otros reportes indican que la produccion IL-10 por Bregs
aparece bajo condiciones inflamatorias y no son detectadas en condiciones normales.
Por ejemplo, en el ratén-propenso a lupus eritematoso las Breg al ser activadas via
TLR9, estas producen altos niveles de IL-10 disminuyendo indirectamente la secrecidn
de IL-12 e inhibiendo a las DCs y M¢s; lo que implica una respuesta anémala en la

enfermedad [44, 47]. Una caracteristica interesante de las Breg es que éstas expresan
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CD1d que es un receptor que capta antigenos de caracter lipidico y activan células NKT

y linfocitos Ty8. De hecho las células Breg CD1d"8"CD43+ utilizan moléculas accesorias

como CD40 y CD86 que estan presentes en linfocitos B2 pero no en B1, y también

secretan IL-10. La produccién de IL-10 esta bien caracterizada en células B1 CD5+ del

peritoneo, y de forma interesante diversos estudios indican que el fenotipo CD11b-

CD5-IgD+ también secreta IL-10, constituyendo una poblacion de células Bregs similar

ala B2 pero no a la Bla [44-48].

Por otro lado, si se revisan las caracteristicas de los linfocitos B, todas ellas tienen

atributos comunes que le permiten funcionar como una APC profesional incluyendo:

a)

b)

c)

d)

Expresidn constitutiva de moléculas coestimuladoras y altos niveles de MHC-II,

los blastocitos presentan una mayor expresion de MHC-II que las DCs [3].

La presencia de chaperonas de antigenos leucocitarios humanos que regulan el
procesamiento antigénico; (HLA)-DM contribuye a cargar el péptido sobre el
MHC-Il y (HLA)-DO la regula la instalacion del péptido sobre el MHC-II. HLA-DO
se expresa en células de memoria, siendo menor su expresion en células naive
pero principalmente en células de centros germinales. En células plasmaticas
su expresidon es nula, todo lo anterior sugiere que esta chaperona es

fundamental en el procesamiento antigénico [50, 51].

Capacidad para procesar los antigenos lentamente, por ejemplo los Mds
procesan antigenos de Lysteria monocytogenes en 1 hora, mientras que los LB
al contar con una menor cantidad de proteinas proteoliticas lo realizan en un
periodo éptimo de 6 a 8 horas; lo que favorece la retencién del antigeno por
largos periodos facilitando el tiempo de exposicidon del antigeno a la célula T

[19, 76, 21].

Reconocimiento y captaciéon de antigenos en su estado nativo en pequefias
concentraciones mediante su receptor (B Cell Receptor; BCR), el cual tiene una
alta afinidad (K, de 5 x 10 M™). Por ejemplo, posterior al procesamiento

antigénico con una concentracion de antigeno soluble de 0.05nM, las células B
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son capaces de inducir proliferacion en LT CD4+, mientras que el proceso de

pinocitosis requiere una concentracion 500 veces mas alta [52, 53].

Sitios de encuentro. Las principales areas de contacto con el antigeno son los
ganglios linfaticos secundarios y el bazo. Los ganglios estan formados por tres
regiones la medula, la paracorteza (zona de LT) y los foliculos (zona de LB) y en

cada una de estas se expresan quimiocinas especificas [54, 55, 56]

Diversas vias de facilitacidn para la interacciéon antigeno-célula B.

Encuentro con antigenos solubles en circulacidn linfatica. Estos se encuentran

circulando a través de las vasos linfaticos aferentes, y de acuerdo con
observaciones realizadas mediante microscopia electrénica se han identificado
regiones adjuntas al parénquima donde es posible encontrar poros con un
didmetro de 0.1-1.0 um lo que puede permitir el acceso de pequefios antigenos

solubles que pueden ser captados por LB [54, 58].

Captura favorecida por Mds. Los M¢s localizados en el seno subcapsular

constituyen una poblacién que se caracteriza por tener una actividad fagocitica
limitada al carecer de receptores de manosa, una expresion considerable de
moléculas de adhesién, como ICAM1 y VCAM1; y son capaces de retener hasta
por 72 horas antigenos intactos sobre su membrana celular o en forma de
complejos inmunes circulantes (CIC) mediante su FcyRIl (CD32), a los que tiene

acceso el LB [54, 57].

Captura favorecida por DCs. Al igual que los M¢s las DCs en especial las que se

localizan en la paracorteza principalmente en las vénulas del endotelio alto
tienen la capacidad de retener los CICs y que estos tengan la posibilidad

interaccionar con los LB.

Captura favorecida por FDC. Retenciéon de CICs mediante dos vias, una de ellas

a través de CD21 y CD35, que son receptores del complemento que son
altamente expresados en esta poblacidon celular, y la segunda via por su
capacidad para retener CIC mediante el FcyRIl, aunque cabe sefialar que estos

FDC no son altamente expresados en los foliculos primarios y respecto a la
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etapa temprana de la respuesta inmune parecen tener un papel secundario

[54].

II. ANTECEDENTES

En todo este contexto, una de las principales funciones de los LB es actuar como APCs

independientemente de si corresponden a las subpoblaciones B1 o B2.

Entre las diferencias mejor reconocidas estd el hecho de que las células de la clase B1
reconocen principalmente patrones moleculares asociados a patdgenos (pathogen-
associated molecular patterns; PAMPS) y también cuentan con propiedades
autorreactivas, principalmente capacidad polirreactiva respecto a la monorreactiva

esto en el contexto de la produccidn de anticuerpos naturales [59- 62].

En contraste, recientemente se ha reportado que las células B2 pueden tener un perfil
autorreactivo y que la sintesis de anticuerpos naturales y anticuerpos anti-IgG puede
ser polirreactiva y monorreactiva, respectivamente [34, 59, 65, 60, 61]. En este
sentido, la autorreactividad de los anticuerpos naturales comprende dos elementos: la
autorreactividad con monorreactividad o monoespecificidad que incluye el
reconocimiento de componentes propios, lo cual esta relacionado principalmente con
enfermedades autoinmunes vy la autorreactividad con polirreactividad o
poliespecificidad, uno de cuyos origenes posibles es el reconocimiento inicial de
agentes patdgenos o antigenos extranos, siendo su principal funcién la regulacién.
Estas caracteristicas son esenciales ya que en diversos reportes se ha observado que la
polirreactividad de los anticuerpos naturales desempefa un papel fundamental de la
inmunidad innata, y la monorreactividad se relaciona con dafio tisular; en
consecuencia existen diferentes subpoblaciones de linfocitos B con perfil autorreactivo

y todas ellas son parte del repertorio inmunolégico normal [60-64].

Respecto a los factores que favorecen la presencia y expansion de linfocitos
autorreactivos tanto B1 como B2, es importante sefialar que la persistencia prolongada
de antigenos como es el caso de la IgG propia [87, 88], o la formacion de complejos
inmunes circulantes (CIC) constituidos por esta inmunoglobulina, y su unién vy

depuraciéon mediado por receptores Fcy, como los FcyRI (CD64), FcyRIl (CD32) y FcyRlll
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(CD16) [15] entre otras condiciones pueden favorecer la generacidon de distintas

subpoblaciones B autorreactivas.

Todo lo anterior ha permitido comprender el papel biolégico de los linfocitos B con
funcién APC [3]. Adicionalmente, su relevancia empieza a ser reconocida en distintas
condiciones patolégicas, no sélo en los padecimientos autoinmunes como: artritis
reumatoide, lupus eritematoso sistémico, sino también e infecciones crénicas en la
que estan involucrados diferentes microorganismos como en la endocarditis
bacteriana, coccidioidomicosis y tuberculosis en las cuales se han descrito auto-
anticuerpos y la presencia de CIC en las cuales hay reactividad contra distintos

componentes propios como la IgG [42, 119].

Interesantemente, distintas observaciones han sugerido que entre las condiciones
fisiopatoldgicas que favorecen el desarrollo de tuberculosis, estan las alteraciones
inmunoldgicas que ocurren en procesos autoinmunes en los que son frecuentes la
presencia de anticuerpos anti-IgG, y prueba de ello es que este tipo de infeccidén se
incrementa hasta en 3.2 veces en pacientes con artritis reumatoide. Incluso, algunos
reportes recientes indican que de los pacientes con tuberculosis el 62% presentan
anticuerpos anti-IgG, en contraste solamente el 2.6% de la poblacién clinicamente

sana presenta anticuerpos anti-lgG [111, 112].

Los anticuerpos anti-IgG que se incrementan en TB pueden ser monoespecificos (50%)
y poliespecificos (50%), mientras que en procesos autoinmunes como la artritis
reumatoide predomina la monoespecificidad (76%) [67]. Esto sugiere que las células B
(B1y B2) pueden participar en estos casos. Ademas de la autorreactividad, el grado de
afinidad de anticuerpos contra componentes propios puede tener una implicacion
clave en la fisiopatogenia en procesos patoldgicos de origen infeccioso como la TB, sin
embargo su trascendencia no ha sido estudiada, en particular cuando lo anterior se

relaciona con la presencia de complejos inmunes.

En tuberculosis se ha detectado que entre en 56 y 83% de los pacientes presentan CIC,
los cuales generalmente estan constituidos por IgG vy distintos antigenos
micobacterianos (ver tabla IIl) [116-121]. Ademas, después de 4 a 6 meses del

tratamiento anti-tuberculoso hay disminucion significativa en la frecuencia de
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enfermos que presentan CIC, por ejemplo Singh y cols. reportan que la frecuencia de
pacientes con CIC pasa desde el 68% hasta practicamente desaparecer [121]. Si
relacionamos, estas observaciones con el reporte de una alta frecuencia de
anticuerpos anti-IgG en la fase activa de pacientes con TB es muy probable que
algunos de los CIC puedan estar involucrados en el incremento de las células B
reactivas a la IgG propia, debido a que uno de los inductores de este tipo de

alteraciones es la presencia de CIC [130].

Tabla Ill. Porcentaje de pacientes con TB que presentan CIC.

Constitucion del Antigeno Porcentaje Porcentaje Autores Afio Método de
CIC. estudiado con (%) de (%) de deteccion
el que pacientes con sujetos
interacciona el tuberculosis sanos que
CIC. que presentan
presentan ciC.
CIC.
IgG+igM+IgA Antigeno de 16 83 10 Alamelu Raja 2002 ELISA
12G KDa 62
1gG Antigeno 5 80 0 V. Radhakrishan 1992 ELISA
IgG MPT/81KDa 68/77 0 Krishna Singh 2003 ELISA
GlcB
1gG+igM+Clq ND 56 0 NMcl Jhonson 1981
1990 Precipitacion de PEG
ND ND 66 3.3 Geeta Bajaj y fotometria
1996
ND ND 90 ND Baldev Raj

ND: no determinado

En el mismo sentido, otra de las moléculas que frecuentemente puede ser blanco de la
respuesta inmune y la formacién de CIC en pacientes durante la infeccion con M.
tuberculosis, es la proteina de choque térmico, denominada HSP65 (Heat Shock
Protein 65). De acuerdo a algunos estudios este antigeno micobacteriano induce una
alta frecuencia de anticuerpos circulantes y también ha sido involucrado como posible
antigeno causal en pacientes con autoinmunidad, especialmente en el grupo con
artritis reumatoide [126]. Esto ha tenido sustento experimental en un modelo de ratas
Lewis, en el cual la artritis reumatoide puede ser inducida mediante la inoculacién de
una cepa inactivada de M. tuberculosis H37Ra [94, 95, 122], y en cuya fisiopatogenia se
ha involucrado a la HSP65 a través de un mecanismo de mimetismo molecular, ya que
esta proteina de choque es altamente conservada y tiene una gran similitud entre el

humano y dicho microorganismo [123, 126].

En este contexto, los linfocitos B autorreactivos anti-IgG tanto de tipo B1 como B2, no

solo juegan un rol fundamental en la homeostasis del sistema inmunoldgico debido a



26

que las inmunoglobulinas que producen cuentan con una capacidad polirreactiva o
monorreactiva cuyo efecto incluye la depuracién de CIC y sus componentes [3, 65, 67],
sino porque parecen ser participantes esenciales en la presentacién de antigenos y
activacion de células T, como lo han sefalado Tighle y cols. [125] quienes reportaron
que las células B1 y/o B2 con una alta expresion de anti-lgG membranal no presentan
una alta producciéon de anti-IgG soluble, lo que en conjunto con otros estudios ha
indicado que una alta capacidad APC parece distinguir a este tipo de linfocitos
autorreactivos [3, 131], lo que puede explicar que entre sus funciones principales se

encuentren:

a) Modular la produccién de anticuerpos mediante la co-agregacion del BCR y el

FcyRIIb [88].

b) Participar en mecanismos de resistencia/susceptibilidad a infecciones cuando
su respuesta polirreactiva involucra el reconocimiento de patrones moleculares

asociados a patégenos [63, 64, 65], y

c) Realizar el procesamiento y presentacidén de antigenos propios y/o extrinsecos
unidos a anticuerpos naturales y/o complejos inmunes circulantes,

promoviendo una respuesta celular eficiente [125]

En este sentido, hemos planteado que el estudio de linfocitos autorreactivos B1 y/o B2
y en particular de la poblacion que denominamos célula B Fcy especifica, permitira
identificar una poblacion APC que contribuye al estado de resistencia o susceptibilidad
en enfermedades que presentan CIC [67, 125]. Por lo anterior, este trabajo se inicid al
considerar que los linfocitos autorreactivos incluyendo las células B Fcy especifico
pueden tener un papel esencial en el tipo de respuesta inmune que se genera en TB,
en particular porque en esta enfermedad se han reportado anticuerpos anti-HSP y

contra el Fc de 1gG, asi como la formacidn frecuente de CIC [67, 68, 126].
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I11. JUSTIFICACION

Al estudiar el fenotipo y la funcidn APC de los linfocitos B se han logrado identificar
distintas subpoblaciones que pueden tener relevancia en procesos patoldgicos tanto
de causa autoinmune, como en infecciones crénicas incluyendo la tuberculosis [44, 60,
63, 64, 115, 67]. Entre estas células, las que muestran autorreactividad y tienen la
propiedad de modular tanto la inmunidad natural como la respuesta adquirida, han
sido motivo de intenso estudio porque su numero y funcién se pueden alterar

especialmente en enfermedades caracterizadas por la formacién de CIC [65].

Entre los linfocitos mejor caracterizados, se ha reportado que las células Bl se
distinguen por expresar la molécula CD5, ser CD138 negativas y producir anticuerpos
que frecuentemente son polirreactivos e involucran antigenos propios, mientras que
las células B2 se caracterizan por expresar las moléculas CD27, CD22, CD138 y generar
una respuesta de mayor especificidad antigenica que involucra a distintos auto-
anticuerpos [29, 49, 115, 127]. Interesantemente, se ha descrito que el potencial
autorreactivo de ambas subpoblaciones incluye su capacidad de reconocer I1gG o ser
Fcy especificas, y tener primordialmente una mayor capacidad como APC [59, 60, 65,

125, 127].

Siendo la tuberculosis una enfermedad en la que se ha descrito la presencia de una
respuesta humoral a distintos componentes de M. tuberculosis, la formacion de CIC, y
fendomenos de autorreactividad frecuentes incluyendo anticuerpos anti-IgG con
especificidad para la porciéon Fc [67, 111, 112], esta fisiopatologia constituye un
excelente modelo para el estudio de linfocitos autorreactivos B1 y/o B2 en particular
una poblacion de células B Fcy-especificas que tiene la capacidad para captar antigenos
micobacterianos unidos a 1gG, y que mediante su funcion APC puede activar la
respuesta inmune celular [67, 115, 125]. Por lo anterior, en este trabajo se planted la
posibilidad de identificar una poblacién autorreactiva de linfocitos B cuyo nimero y

capacidad como APC no han sido previamente estudiadas.
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I11. HIPOTESIS

Las células B Fcy-especificas se incrementan en procesos patoldgicos caracterizados
por la formacién de CIC y la presencia de anticuerpos anti-lgG como la TB, y debido a
su potencial para reconocer IgG unida a antigenos extrinsecos incluyendo los
micobacterianos, esta poblacién autorreactiva mediante su funcion como célula

presentadora de antigenos promueve la activacion celular.

IV. OBJETIVOS
OBJETIVO PRINCIPAL

Identificar linfocitos B Fcy especificos en sangre periférica de pacientes con TB, y
determinar si estas células presentan capacidad APC, teniendo la propiedad de
procesar CIC constituidos por IgG y antigenos micobacterianos; e inducir la activacién

de células autdlogas.

OBJETIVOS SECUNDARIOS

Estudiar una subpoblacion de células B CD19+ cuya capacidad de unirse al Fcy a través

de su BCR se identifigue mediante la unién IgG humana a este receptor, y establecer su

proporcidn en pacientes con tuberculosis y un grupo control de sujetos sanos.

Comparar la frecuencia de células B Fcy-especifica, asi como de la subpoblacién CD5+
(B1) que también han mostrado ser autorreactivos en pacientes con tuberculosis y un

grupo control de sujetos sanos.

Evaluar la capacidad APC de los linfocitos B, mediante un sistema de co-cultivo con
células autélogas, usando complejos inmunes constituidos por anticuerpos contra

antigenos anti-micobacterianos.
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V. METODOS

GRUPO DE ESTUDIO

PACIENTES Y GRUPO CONTROL

Nuestro estudio incluyd muestras bioldgicas de 20 pacientes en quienes se realizo el
diagnodstico de tuberculosis pulmonar mediante su evaluacion clinica, bacteriolédgica y
de cultivo en el Instituto Nacional de Enfermedades Respiratoria (INER). Todos ellos
fueron seleccionados mediante los criterios internacionales de clasificacion para esta
patologia [69], y ninguno debid haber recibido tratamiento antimicobacteriano alguno
al momento de ser estudiados. Se utilizaron muestras biolégicas de 10 voluntarios
sanos como controles, los cuales presentaron caracteristicas demograficas similares al
grupo con TB. Las muestras de sangre periférica obtenidas fueron utilizadas para
realizar los ensayos de citometria de flujo. Esta investigacion fue aprobada por los
Comités de Investigacion y Etica del INER, y conté con el consentimiento informado de
pacientes y controles. También se utilizaron 13 muestras biolégicas (plasma) de
pacientes con TB activa perteneciente y 23 muestras bioldgicas de sujetos sanos

(plasma) utilizados para la obtenciéon de complejos inmunes.

AISLAMIENTO DE CELULAS B
OBTENCION DE CELULAS MONONUCLEADAS

Se obtuvieron 12 mL de sangre periférica por venopuncién mediante un sistema de
vacutainer (Beckton Dickinson, USA) recolectando las muestras en tubos conteniendo
EDTA vy la separaciéon de células mononucleadas (CMN) fue realizada a través de un
gradiente de Ficoll-Hypaque (1.077+0.001 g/ml, (Sigma Co. USA) centrifugando a 1500
r.p.m. por 15 minutos a 4°C. En seguida se procedié a realizar dos lavados con
amortiguador salino de fosfatos (PBS) libre de pirégenos enddgenos, y la cuantificacién
celular y evaluacion de la viabilidad se realizé en la cdmara de Neubauer usando 0.2%

de azul tripano [70].
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SEPARACION DE CELULAS B Y NO B MEDIANTE UN SISTEMA INMUNOMAGNETICO (MAGNETIC ASSAY
CELL SORTER, MACS).

Después de obtener las células mononucleares, se dividio la muestra en dos alicuotas:
Una para los ensayos de inmunofenotipificacion y de cocultivo celular, y otra destinada
para la transformacidon mediante el virus del Epstein Barr (EBV). Se utilizdé un Kit Il de
aislamiento magnético por seleccion negativa de células B (130-091-151, Miltenyi
Biotec, USA). Para ello se determiné el nimero celular, se centrifugé a 1500 rpm por
10 minutos y se descartéd el sobrenadante. Se resuspendié el botdn celular y se
adicionaron 40 pl de amortiguador MACS y enseguida 10ul del cocktail de anticuerpo
biotinilado, para 10’de células totales. Se incubd a 4°C por 10 minutos. Posteriormente
se adicionaron 30ul de amortiguador y 20 pl de micro perlas acopladas con
anticuerpos anti-biotina, se homogenizé la muestra e incubd por 15 minutos a 4°Cy se
lavd tres veces a 1500 rpm por 10 minutos. Se prepard el soporte con su magneto
instalado y se colocaron tubos colectores para las células no acopladas al contenedor
gue provee el campo magnético. Estas células que no fueron retenidas por el campo
magnético correspondieron a las células B, y las seleccionadas positivamente
correspondieron a las células no B. La cuantificacién y viabilidad celular se realizd

mediante la cdmara de Neubauer, usando azul tripano [70].

TRANSFORMACION DE CELULAS MONONUCLEARES CON EL VIRUS DEL EPSTEIN BARR (EBV).

Con el fin de obtener un mayor nimero de células de la poblacién de linfocitos B, se
utilizé el método de transformacion con el virus del Epstein Barr. Se procedié a realizar
la transformacion de las CMN a partir de 50x10°células/ml adicionando una alicuota de
500ul del sobrenadante de la linea celular Marmoset B95-8 (American Tissue Cell
Culture, ATCC, USA) adicionando 4 horas después 15 pl fitohematoglutinina (Gibco,
USA) (PHA, dilucion 1:100). Después de 14 dias se observd la presencia de
conglomerados celulares que indicaran una transformacion exitosa [71]. La proporcién
de linfocitos B fue estudiada utilizando una doble marca con anticuerpos: anti-CD19-

PE/IgG-FITC y anti-CD19-Pe/anti-CD5-FITC (ver anexo |) [72].
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INMUNODETECCION DE LA PROPORCION DE CELULAS B BCR Fcy—ESPECIFICAS Y LB
CD5+CD19+ POR CITOMETRIA DE FLUJO.

Después de separar por seleccién negativa mediante el método de MACS, las células B
y no B fueron colectadas en un tubo eppendorf adiciondndose RPMI completo y
homogenizando las células. En seguida se tomd una alicuota para realizar
cuantificacion y viabilidad mediante el ensayo de exclusidn de azul tripano. De acuerdo
al numero de células totales se realizaron las alicuotas correspondientes para realizar
los diferentes ensayos. Para el ensayo de inmunofenotipificacién se procedié con el
marcaje usando un minimo 3x10° células en un volumen final de 100ul, ademas, se
bloquearon los FcyRs mediante fragmentos F(ab)’2 de anticuerpos anti-CD32 (1.6 ug
para 10° células), anti-CD16 vy anti-CD64 (1.6ug diluido en PBS 1:40 para 10° células)
(Ancell, USA) por 20 minutos a 4°C y se continud con 3 lavados a 4°C por 10 minutos a
1500 rpm con PBS albumina bovina fracciéon V (Sigma Co, USA) al 1% esterilizado
previamente con un filtro de 0.22um. Estas condiciones de bloqueo de los FcyRs
previamente fueron dptimas y se corroboraron como se indica en el anexo-Il. En
seguida se adiciond cada anticuerpo conjugado con el fluorocromo correspondiente
(FITC o PE), e incubd por 20 minutos a 4°C seguido de 2 lavados en las condiciones
previamente descritas. Finalmente se descartd el sobrenadante y se homogenizé en un
volumen final de 100 pl de PBS albumina al 1% con paraformaldehido al 1%. Todas las
incubaciones y lavados fueron realizados en campana de flujo laminar en ausencia de
luz y a 4°C. Las células fueron adquiridas en un tiempo maximo de 24 horas y
previamente fueron aforadas con 500pl de PBS albumina al 1% y azida de sodio al 0.05
%. Todos los ensayos fueron realizados en un citdmetro FACS Calibur E5252, y para el

analisis utilizamos el software Flow Jo. 7.6.1. [72, 108].
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OBTENCION DE INMUNOGLOBULINAS Y FORMACION DE COMPLEJOS INMUNES.

SELECCION DE ANTICUERPOS PROVENIENTES DEL SUERO DE PACIENTES CON TB ACTIVA CON
REACTIVIDAD A ANTiIGENOS DE Mycobacterium tuberculosis.

Para la formacién del CIC utilizados en los ensayos de co-cultivo se procedié a
seleccionar plasma de nuestro banco de muestras bioldgicas que presentaron
anticuerpos a Mycobacterium tuberculosis mediante ELISA. Para ello se utilizé una
placa de poliestireno de 96 pozos (Costar, USA), cada pozo fue incubado por 2 horas a
37°C con el extracto crudo del medio de cultivo de la cepa H37Rv de referencia
(ECMtb) usando una concentracion de 0.8 ug del ECMtb en un volumen final de 100pl
de amortiguador de carbonatos 0.05 M, pH 9.6. Se realizaron 4 lavados de 3 minutos
en agitacion con PBS-Tween-20 0.05% pH 7.2 (PBS-T) a temperatura ambiente.
Posteriormente se bloqued por 2 horas con PBS-T albumina bovina fracciéon V al 5% a

37°Cy se procedio a realizar el lavado como se describié anteriormente.

En esta fase del estudio se contd con plasma de 23 pacientes con TB de los cuales 13
pertenecian a nuestro banco de bioldgicos y el resto fueron pacientes pertenecientes
al grupo de este estudio. Se usaron muestras de 23 sujetos sanos pertenecientes a
nuestro banco de bioldgicos (grupo control) por duplicado, se usé una dilucién de
1:100 en PBS-T albumina al 5% mediante la incubacién por 2 horas a 37°C; en seguida
se realizaron 4 lavados y se adiciond el anticuerpo secundario F(ab’)2 IgG anti-humano
(Jackson ImmunoResearch) utilizando una dilucién 1:10,000 en PBS-T albumina 5%, y
colocandose un volumen de 100 pl en cada pozo. La incubacién durd 2 horas a 37°Cy
se realizaron 5 lavados, enseguida se adicionaron 100ul del revelador conteniendo 4
mg de ortofenildiamina en un volumen de 10 ml de buffer de citratos 0.1M pH 5y 10pl
de H,0,; al 30%. La reaccidon se detuvo en un rango de 7 a 10 minutos con 50pul de
H,SO4 2.5 N. La lectura se realizé a 492nm en un lector para placa de ELISAS
(Labsystem Multiskan). El ELISA se realiz6 en condiciones libres de pirégenos
enddgenos; todo el material de cristaleria fue horneado a 200°C y esterilizado, ademas
cada buffer fue esterilizado y posteriormente filtrado con una membrana de 0.22um
[73]. Una vez obtenidos los resultados, seleccionamos 20 muestras de pacientes con
TB quienes presentaron niveles altos de anticuerpos anti-micobacteria y se continud la

obtencién de IgG realizando los siguientes pasos:
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PRECIPITACION DE INMUNOGLOBULINAS.

En condiciones libres de pirdgeno enddgeno, se tomd un volumen de 300ul de cada
uno de los sueros seleccionados y se procedid a la precipitacion secuencial con 45y 33
% de sulfato de amonio saturado, adiciondndose en tres ciclos de forma manual y en
agitacion constante a 4°C. Después de haber adicionado el sulfato de amonio se dejé
toda la noche en agitacidén a 4°C, se descartd el sobrenadante y se realizaron tres
lavados con un volumen de 300ul de sulfato de amonio saturado y 600ul de PBS libre
de pirégenos enddgenos. Se descarté nuevamente el sobrenadante y cada muestra se
llevd a un volumen final de 400 pl con PBS. Simultdaneamente, se tomaron 20 ul de
cada muestra para hacer un homogenizado de los 20 sueros estudiados y proceder con

la precipitacion de gammaglobulinas [74].

Las inmunoglobulinas precipitadas mediante la técnica de sulfato de amonio fueron
cuantificadas por el método de Bradford (Bio Rad AssayProtein), usando albumina
humana 1mg/ml como indicador de la curva de concentracion de proteina conocida. La
lectura se realizd en una absorbancia de 600nm en un espectrofotémetro de luz visible

(Multiskan Labsystem).
FORMACION DE COMPLEJOS INMUNES

Con el fin de hacer reproducible el sistema de formacién in vitro de complejos
inmunes, se usaron 100ug del ECMtb (antigeno micobacteriano) y 100 pg de la mezcla
de inmunoglobulinas de los pacientes con TB que presentaron niveles elevados de
anticuerpos anti-M. tuberculosis. La obtencion de los complejos inmunes se realizé
mediante la precipitacidon con polietilenglicol 6000 (PEG 6000) [75]. El preparado de
inmunoglobulinas y antigeno se incubd por 12 horas a 37°C en suero fetal bovino
descomplementado. Posteriormente por cada volumen de suero se adiciond un
volumen de PEG 6000 al 7% en PBS libre de pirogenos enddgenos y se incubd a 4°C por
una hora. Enseguida se lavo el precipitado de los complejos inmunes dos veces con un
volumen de PBS y un volumen de PEG al 7% a 10,000 rpm por 15 minutos. El
sobrenadante se aforé usando medio de cultivo RPMI 1640 hasta obtener una

preparacién de 200pul.
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COCULTIVO DE CELULAS B Y CELULAS NO B DE PACIENTES CON TUBERCULOSIS

En esta fase del estudio se lograron incluir 5 muestras de pacientes con TB, en las
cuales obtuvimos suficiente nimero de células B totales enriquecidas mediante MACS
y las células no B autdlogas para poder realizar el co-cultivo. Debido al problema para
contar con células B transformadas con el virus de Epstein Barr (EBV) apropiadas para
proceder con su evaluacion como APC (ver anexo | y tabla de esta seccidén). Fue
necesario modificar algunos de los ensayos considerados originalmente en este
trabajo, en los que utilizariamos los LB transformados con el EBV para realizar el
ensayo de co-cultivo con células no B autdlogas y la identificacion de las
subpoblaciones por citometria de flujo. Ademas, debido a que en los LB se favorecio la
via del BCR para la captura de los complejos inmunes y que el antigeno micobacteriano
fue reconocido por IgG en los anticuerpos de pacientes con TB decidimos explorar la

posibilidad de obtener actividad celular en nuestro ensayo de co-cultivo [77, 81].

La evaluacién de la respuesta celular al usar como APC a los LB fue mediante
espectrofotometria usando resazurina al 10% (Alamar blue; AB) como indicador de la

actividad metabdlica de células no B autélogas [78].

Inicialmente, se establecieron las condiciones dptimas para determinar que no hubo
inhibicion por contacto y para ello se sembraron 100 mil células no B a fin de
establecer su estado de actividad metabdlica basal (proliferacion) (Anexo IlI-A).
Ademas, se establecié mediante curvas preliminares de co-cultivo el tiempo éptimo
para adicionar el AB a partir del inicio del co-cultivo (véase Anexo IlI-B) el cual se
realizd por duplicado en cajas de poliestireno de 96 pozos (Nunc, USA) usando un
volumen de 100ul/pozo donde se sembraron LBy no B, bajo la siguiente relacién 2:1,
1:1y 1:2 respectivamente [77, 79]. En el co-cultivo se evaluaron las condiciones que se

muestran en la tabla IV, bajo el siguiente procedimiento:

1) LB con bloqueo de los FcyRs. Antes de sembrar las células B en las relaciones
2:1, 1:1y 1: 2 con las células no B en medio RPMI 1640 suplementado con 10%
de suero fetal bovino, glutamina 2mM, 1X de estreptomicina (medio completo),
se procedié a incubar las primeras con fracciones F(ab)'2 de anticuerpos anti-

CD32 (1.6ug para 10° de células), anti-CD16 y anti-CD64 (dilucién 1:40 de 1.6pg
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3)

4)
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para 10° de células) por 20 minutos, se lavé 2 veces con 200 pl de medio
incompleto a 800 rpm por 15 minutos. En seguida se incubd con 1.0 ug de
complejos inmunes por 4 horas; que de acuerdo a la literatura es el tiempo
suficiente para que el LB APC pueda procesar y expresar el péptido en el
contexto del MHC-II [76, 80]. Luego se realizaron dos lavados y se fijaron las
células con medio completo y paraformaldehido al 1% por 1 hora, se realizaron
dos lavados y se adicionaron las células no B autdlogas. A continuacién se
adiciond rezasurina al 10% (Alamar Blue), para evaluar el indice de proliferacion
durante 10 dias. El co-cultivo se mantuvo a una temperatura de 37°C con 5% de

CO,y 100% de humedad relativa [82, 80, 81].

LB sin bloqueo del FcyRs. Los LB enriquecidos mediante MACS fueron
cultivados con medio RPMI1640 completo, enseguida se incubo por 4 horas con
1.0 pug de complejos inmunes sin incubacidn previa de anticuerpos anti-CD32,
anti-CD16 y anti-CD64; se realizaron dos lavados y se fijaron las células con
paraformaldehido al 1% por 1 hora, se realizaron dos lavados y se adicionaron
las células no B autdlogas en las mismas proporciones que el ensayo anterior.
Finalmente, se adiciond AB al 10% para evaluar la proliferacidn de las células no

B [80].

LB sin complejos inmunes (control). Se sembraron los LB incubandose por 20
minutos con el anticuerpo anti-CD32, anti-CD64 y anti-CD16; enseguida se
realizaron los lavados con medio completo y se fijaron las células por 1 hora sin
estimulo previo con complejos inmunes enseguida se realizaron dos lavados y
finalmente se adicionan las células no B autdlogas en la relacion establecidas

como éptimas.

Controles. Se usé por triplicado un volumen de 100 pul en cada pozo un control
con medio completo (RPMI1640; sin AB), un control con el medio completo al
10% de AB, y un control de células no B autdlogas en medio completo con 10%
de AB. Todos estos requerimientos a fin de realizar la evaluacidon de

proliferacion celular por porcentaje de reduccién (control con medio al 10% de
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AB) y porcentaje de viabilidad respecto a un grupo control (células no B

autdlogas en medio al 10% de AB) como se indica en el anexo Il (82).

TABLA IV. CONDICIONES DEL COCULTIVO.

CONDICIONES CON LAS QUE FUERON TRATADOS LOS LB
INCUBACION CON INCUBACION CON CONDICION
ANTI-CD32, ANTI-CD16 y COMPLEJOS INMUNES
ANTI-CD64
LB sin estimulo complejo inmune (CONTROL). Control de
+ X LB sin contacto con complejo inmune, nula activacién y
proliferacion celular.
LB con Bloqueo del FcyR (CONDICION 1). Los LB con
funcién APC que capten al complejo inmune mediante
+ + su BCR y no el FcyR, induciran activacion celular a las
células no B autdlogas. Reflejandose en un aumento de
la proliferacién.
LB sin bloqueo del FcyR (CONDICION 2). Los LB mediante
X + su BCR y FcyR capturan al complejo inmune,
permitiendo comparar la capacidad para inducir
activacion celular.

EVALUACION DE LOS COMPONENTES POTENCIALES DE LOS CIC

Al observar que existid una respuesta celular usando células B previamente incubadas
con complejos inmunes preformados. Se decidié estudiar HSP60 como uno de los
posibles antigenos que constituyen los complejos inmunes, ya que este antigeno se ha
identificado frecuentemente en pacientes infectados con M. tuberculosis y en
padecimientos donde hay prevalencia de anticuerpos anti-IgG. Por ello, se determiné
si se presentaba una reactividad predominante contra HSP60 mediante Western blot y

ELISA.
WESTERN BLOT

Para estudiar la inmunoespecificidad individual y del homogenizado de sueros (pool)
de los pacientes con anticuerpos anti-micobacterianos, se separaron 80ug de ECMtb
mediante SDS-PAGE al 12% vy se transfirieron electroforéticamente a membranas de
nitrocelulosa en condiciones semihumedas, los blots fueron tefiidos con rojo de
Ponceau 2% (en acido acético al 1%) en agitacién durante 5 minutos, la membrana fue

destefiida con NaOH 0.1N durante 15 minutos seguido de un lavado de 3 minutos con
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H,O mili-Q. Se realizé un lavado con PBS-T y enseguida se colocaron 20ml de PBS-
Tritén 1% sobre la membrana en agitacidon durante 15 minutos. Se bloqued toda la
noche en agitacidn suave con PBS-T leche descremada al 3% a 4°C en ausencia de luzy
se lavd la membrana. Luego se incubd a 4°C durante toda la noche usando una
dilucién 1:100 de los sueros individuales de los pacientes con TB con niveles altos de
anticuerpos contra M. tuberculosis por ELISA y la mezcla de los sueros de todos estos
casos. Se realizo el lavado correspondiente y se procedidé a incubar por 2 horas con el
anticuerpo secundario F(ab’)2 anti-IgG humano (Jackson ImmunoResearch) en una
dilucién 1:10,000 y finalmente se realizaron los lavados correspondientes y se procedio
a revelar el blot mediante quimioluminiscencia (Western Blotting Reactive, Amersham
Pharmacia Biotech, USA ) y exposicion de las membranas usando pelicula para

radiografia (Kodak T-MAT TMG-1, USA) [83].

ELISAs SENSIBILIZANDO CON HSP65 RECOMBINANTE (HSP65r) Y ECMtb.

Al detectar que la mayoria de los sueros con niveles altos de anticuerpos contra M.
tuberculosis presentaron una banda de reconocimiento correspondiente a un peso
molecular de 65 kDa (ver adelante), se decidié establecer si el HSP65 el cual ha sido
involucrado en la presentacion cruzada de antigenos en modelos experimentales de TB
[8] podria estar involucrado en la activacién celular inducida por linfocitos B con
capacidad APC. Para ello, la mitad de la placa de poliestireno de 96 pozos (Costar, USA)
se sensibilizd con ECMtb en las mismas condiciones de la ELISA previamente descrita,
mientras que en el resto de la placa se utiliz6 HSP65r (Mycobacterium bovis) con una
concentracion de 0.8 ug en un volumen final de 100ul de amortiguador de carbonatos
0.05 M pH 9.6 para cada pozo. El tiempo de incubacidn fue de 2 horas para ambas
condiciones y se lavd 5 veces por 3 minutos en agitacién con PBS-T albumina
Posteriormente la placa se bloqued con PBS-T albumina, enseguida se incubd por 2
horas a 37°C con las inmunoglobulinas previamente precipitadas en una dilucién 1:100
de PBS-T albumina. Enseguida se realizaron los lavados como se indicd para cada
condicién correspondiente y se incubd con el anticuerpo secundario F(ab’)2 anti- IgG
humano (Jackson ImmunoResearch) en una dilucion 1:10,000 en PBS-T albumina para

cada condicion respectivamente. Se realizaron los lavados correspondientes y se
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adicionaron 100ul/pozo del revelador consistente en 4 mg de ortofenildiamina en 10
ml de amortiguador de citratos 0.1M pH 5y 10ul de H,0,. Se detuvo la reaccién a los 7
minutos adicionando a cada pozo 50ul de H,SO, 2.5 N para finalmente realizar la
lectura con una absorbancia de 492nm en el espectrofotdmetro (Multiskan Labsystem)

[73].

ANALISIS ESTADISTICO

Se compararon las variables del grupo de pacientes con TB y el grupo control mediante
la prueba no paramétrica de suma de rangos de Wilcoxon (U de Mann-Whitney).
También se determind mediante el coeficiente de Pearson la asociacion entre las
variables de interés de cada grupo. Para el analisis de los datos se utilizo el programa
PASW®™ Statistics 18 considerdandose como valor estadistico significativo una p<0.05 y
se presentaron mediante los pardmetros de punto mdaximo, punto minimo (extremos)
y mediana para variables no paramétricas. Las variables paramétricas se reportaron

con la media (x), el error tipico de la media (error estdandar) y desviacion estandar (o).



39

VI. RESULTADOS
POBLACION DE ESTUDIO

Se estudiaron 20 pacientes con TB activa todos del sexo masculino, cuya edad
promedio y desviacién estandar fue de 48.7 + 14.8 afos respectivamente, con
extremos entre 18 y 75 anos. Ninguno de ellos presentd al momento del estudio otras
condiciones, que podrian haber afectado los resultados de nuestro estudio, como
inmunosupresién: VIH, trasplante, o tratamiento con corticosteroides, y solo en 5
casos (25%) se diagnodstico Diabetes Mellitus tipo Il. De las 20 muestras de sangre
periférica obtenidas, 9 fueron utilizadas para realizar el ensayo de citometria de flujo,
5 muestras se emplearon para realizar el ensayo de co-cultivo celular, y los complejos
inmunes se prepararon a partir de 10 muestras de suero (ver figura anexo D), si bien
12 muestras fueron utilizadas para realizar la transformacién con el EBV, estas células

no fueron incluidas en los resultados definitivos (ver | anexo).

CELULAS B BCR FCy-ESPECIFICOS EN PACIENTES CON TB Y GRUPO CONTROL SANOS

El estudio de las células B BCR Fcy-especificas (Células B Fcy-especificas) mediante
citometria de flujo usando linfocitos B totales obtenidos por seleccién
inmunomagnética negativa, reveld que su proporcion fue menor en TB respecto al
grupo control. De acuerdo a nuestra estrategia de evaluacidn, la poblacién de interés
fue detectada porque ademas de presentar el marcador CD19; presento la capacidad
para unir IgG humana purificada y marcada con FITC después del bloqueo de los FcyR
con anticuerpos especificos anti-CD64, 32 y 16, ademas de confirmarlo mediante un
ensayo usando fragmentos Fc de IgG (anexo Il)._Los resultados, se muestran en las
figuras 1A y1B en las que se presentan los hallazgos representativos en términos de la
distribucién (dot plots) de las células CD19+IgG-FITC+, y los porcentajes de estos
linfocitos en cada grupo de estudio. En los 9 casos con TB el porcentaje de la poblacién
doble positiva correspondiente a las células Fcy especificas fue menor al 6%, mientras
gue en 5 de los 7 sujetos del grupo control se encontrd que la proporcion de células B

con el fenotipo CD19+IgG-FITC+ fue mayor al 7%.
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FIGURA 1A. DOT-PLOTS REPRESENTATIVOS, MOSTRANDO LA
POBLACION CD19+(BCR-IgG)+, DE PACIENTE CON TB (A) Y SUJETO
CONTROL (B).

Al comparar la mediana de ambos grupos de estudio, se observé que los enfermos con
TB tuvieron un valor de 3.13% (extremos 0.44%-5.39%), mientras que en los individuos
clinicamente sanos fue 11.4% (extremos 2.01%-15.8%), y el analisis estadistico mostro

diferencias significativas, U de Mann-Whitney (p=0.05 y z=-1.958).
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FIGURA 1B. DISTRIBUCION DE LAS PROPORCIONES DE LA POBLACION
CD19+(BCR-IgG)+ EN PACIENTES CON TB Y GRUPO CONTROL. SE MUESTRA LA
MEDIA Y LA MEDIA+ ERROR TiPICO DE LA MEDIA.



41

Los resultados anteriores no fueron influidos por alguna alteracion en la poblacion de
linfocitos B que fue nuestro punto de partida para detectar la poblacién de células
Fcy especificas, como lo indican las proporciones similares de linfocitos CD19+ en los
grupos de estudio (grupo de pacientes con TB activa y grupo control de sujetos sanos)
cuya comparacion en términos estadisticos no mostraron diferencias significativas

(p=0.315y z=-1.006; prueba de U de Mann-Whitney).

De acuerdo al coeficiente de Pearson (r=0.701 y p=0.036) existe una asociacién
significativa y moderada entre el porcentaje de células B totales (LB CD19+) y la
subpoblaciéon B Fcy-especifica (CD19+IgG+) en el grupo de pacientes con TB. En
contraste, en el grupo control este mismo método estadistico de correlacién (r=0.580y
p=0.172) indicd que no existid una asociacidon entre la poblacién de células B totales y

la subpoblacion B Fcy-especifica.

CELULAS B CD5+ EN PACIENTES CON TB.

Al analizar la subpoblacién CD5+, encontramos como se observa en la figura 2A que la
mediana en el grupo de enfermos fue de 3.4% (extremos 0.18%-14.9%) mientras que

el grupo control presenté una mediana de 11.1% (extremos 1.51%-29.6%), de acuerdo
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FIGURA 2A. DISTRIBUCION DE LAS PROPORCIONES DE LB CD19+CD5+ EN EL
GRUPO CONTROL DE SUJETOS SANOS Y EL GRUPO CON TB. SE MUESTRA LA
MEDIAY LA MEDIAZERROR TIPICO DE LA MEDIA.
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a la prueba de U de Mann-Whitney existe una diferencia significativa entre el grupo
control y los pacientes con TB con un valor de p=0.019 (z=-2.34) siendo menor esta

subpoblacion de células B en el grupo de pacientes con TB.

En la figura 2B se muestran dot-plots representativos de un paciente con TB y un

sujeto sano.
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FIGURA 2B. DOT-PLOTS REPRESENTATIVOS MOSTRANDO LA
POBLACION CD19+CD5+ EN PACIENTE CON TB (A) Y SUJETO
CONTROL (B).

Por otra parte, se logré apreciar que a diferencia de la poblaciéon B Fcy especifica los
linfocitos CD5+ en TB disminuyeron en la medida que cambio el nimero de células B
totales a partir de las cuales se identificaron la subpoblacién CD5, y si bien lo mismo
ocurrié en los controles, la diferencia entre ambos grupos no dependié de diferencias
en los porcentajes de linfocitos B a partir de los cuales se detectd la molécula CD5, ya
gue no encontramos diferencias significativas al comparar los valores de células CD19.
Se encontré mediante el coeficiente de Pearson que existid una asociacién moderada
entre la poblacion de LB CD19+ y la subpoblacién CD5+ (r=0.762, p=0.017) cuyo

porcentaje aumentd proporcionalmente con la poblacidon de células B totales. Para el
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grupo de sujetos sanos también se encontré una asociacién moderada entre la

poblacién de LB totales y la subpoblacién CD5+ con una p=0.02 (r=0.749).

CORRELACION ENTRE LAS POBLACIONES B CD5+ y Fcy-ESPECIFICAS.

En los pacientes con TB en los que se evalud si las proporciones de las células B Fcy-
especificas cambiaron respecto a la poblacién B CD5+, se encontraron evidencias que
indican que las alteraciones en ambos tipo de linfocitos son independientes. Al utilizar
una prueba de correlacién, el coeficiente de Pearson mostré un valor de p=0.497
(r=0.35) lo cual no es estadisticamente significativo. Un resultado esperado, fue que lo
mismo ocurrié para el grupo control en el cual no se encontré asociacién entre la
proporcion de la subpoblacion B Fcy-especifico y las células CD5+. En estos controles

sanos, el valor de correlacion no fue estadisticamente significativo (r=-0.349, p=0.498).
TRANSFORMACION CON EL EBV.

Como se sefalé en la metodologia, uno de los objetivos de trabajo fue obtener un
mayor numero de células B mediante su trasformacién con el virus de Epstein Barr, y
estar en posibilidades de estudiar la poblacion B Fcy-especifica contando con una
técnica de expansién de linfocitos B totales, y también contar con una mayor cantidad
de células APC para su uso potencial en el co-cultivo, sin embargo, se decidié proceder
en ambos estudios con células totales separadas mediante el sistema de MACS, por lo
siguiente: después de 5 semanas en cultivo encontramos, al inspeccionar las células
en el microscopio dptico, que solamente 8 de 12 muestras de pacientes con TB que
fueron procesadas para transformarlas con el EBV presentaron conglomerados
celulares consistentes con la obtencién de células B transformadas. Adicionalmente,
en la figura A (anexo-l) se muestra un dot-plot representativo de tamafio versus
complejidad celular (FSC vs SSC) donde se aprecia que existe una amplia distribucién
de los eventos cuya causa principal parece ser que el Epstein Barr induce una
transformacion celular no sincronizada lo que se manifiesta en células con gran
diversidad en tamafio y granularidad y que las células estan activadas [84, 85]. Por lo
anterior, en al menos 3 casos era dificil tener la certeza de que los cambios en las
poblaciones celulares estudiadas se debian a la influencia o un sesgo por el

procedimiento de transformacién con el EBV, ademds de que encontramos reportes
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sobre un mayor éxito en la trasformacion de células CD21, y CD23 [71, 84, 85] (ver
anexo-l y tabla de ésta seccidn). Por estos inconvenientes decidimos trabajar con

células B previo enriquecimiento mediante el método MACS.

DETECCION DE ANTICUERPOS ANTIMICOBACTERIANOS EN SUERO DE
PACIENTES CON TB MEDIANTE ELISA.

Para identificar y seleccionar los sueros de los pacientes con TB que permitieron
preparar los complejos inmunes para el ensayo de co-cultivo, se realizé una deteccién
de los anticuerpos contra antigenos micobacterianos mediante pruebas de ELISA,
como se describe en material y métodos. Los resultados revelaron que el promedio del
valor de absorbancia del grupo de pacientes con TB fue de 0.723+0.0917 y el promedio
del grupo control fue de 0.475+0.128. Al establecer como punto de corte la media + 2
DE de los controles sanos, encontramos que el 87% (20 de 23 sueros; ver método pp.
32) de las muestras de pacientes con TB fueron positivas a los antigenos
micobacterianos provenientes del ECMtb y por tanto estos sueros se seleccionaron

para formar los complejos inmunes utilizados en co-cultivo (ver figura 3).
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FIGURA 3. REACTIVIDAD DE INMUNOGLOBULINAS DE PACIENTES CON TB (A) Y
GRUPO CONTROL (B) A UNA MEZCLA ANTIGENOS DE MICOBATERIUM TUBERCULOSIS
(ECMtb). SE MUESTRA PUNTO DE CORTE, MEDIA Y MEDIA+2D.E PARA CADA GRUPO.
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COCULTIVO DE CELULAS B Y CELULAS NO B AUTOLOGAS.

El ensayo de co-cultivo celular que usamos en este trabajo permitié evaluar si 5 de las
muestras de pacientes con TB contenian células B con potencial APCs y tuvieron la
capacidad de inducir la activacion de células no B autdlogas. En 2 condiciones
diferentes: condicion 1 bloqueo de los FcyRs y condicion 2, sin bloqueo de los FcyRs.
Se encontré de acuerdo a la prueba de U de Mann-Whitney que no existié diferencia
estadistica significativa entre el control y la condiciéon donde bloqueamos los FcyRs de
co-cultivo con un valor de p=0.075 (z=-1.781). Igualmente en la condicién 1y 2 esta

misma prueba indico con un valor de p=0.347 (z=-0.94) que no existe diferencia

significativa.
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FIGURA 4A. PORCENTAJE DE PROLIFERACION DE CELULAS NO B DE 5 MUESTRAS PACIENTES CON TB EN 3 CONDICIONES DE
COCULTIVO. NO HAY DIFERENCIA SIGNIFICATIVA ENTRE CONDICION DE BLOQUEO DE FcyRs Y CONTROL P=0.075 (2=-1.781).
TAMPOCO ENTRE CONDICION DE BLOQUEO DE FcyRs Y NO BLOQUEO DE FcyRs P=0.347 (2=-0.94)

En conjunto las muestras de pacientes con TB mostraron una proliferacion cuya

mediana fue de 70.2% (extremos 57%-83.2%) cuando se bloquearon los FcyRs, siendo
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superior por 4.6% respecto a la condicién donde la captura de los complejos inmunes
se realizé sin bloquear los FcyRs presentando una proliferacion con una mediana del
65.6% (extremos 52%-70.4%). En el control la activacién celular tuvo una mediana del
55.6% (extremos 55.34%-83%) (ver figura 4A). Aunque, como hemos sefialado estas

diferencias no tienen significancia estadistica.

De forma individual tenemos que en 3 de las 5 muestras la diferencia entre las
condiciones estudiadas y el control es minimo, como se puede observar en una
muestra representativa en la figura 4B. Siendo 7.5% la mayor diferencia entre el

control y la condicion de bloqueo de los FcyRs, mientras que la minima fue de 0.3%.
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FIGURA 4B. CURVA REPRESENTATIVA DEL PORCENTAJE DE PROLIFERACION DE CELULAS NO B EN TRES CONDICIONES
DE CO-CULTIVO EN UN PACIENTE CON TB. LA CONDICION 2 DESARROLLA MAYOR PROLIFERACION, AUNQUE LA
DIFERENCIA ENTRE CONDICIONES ES MiNIMA.
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ANTICUERPOS ANTIMICOBACTERIANOS Y ANTI-HSP 65 EN TB
WESTERN BLOT.

Mediante el inmunoblot se identificd que tanto los sueros individuales seleccionados y
el acumulo de sueros para obtener gammaglobulinas para formar complejos inmunes,
y aplicarlas en el ensayo de co-cultivo presentaron anticuerpos contra diversas
proteinas micobacterianas. Interesantemente, una de las mas frecuentes fue una
banda de 65 kDa, consistente con el posible reconocimiento de HSP65 de M.
tuberculosis, lo cual fue confirmado mediante ELISA (87 %) al usar una proteina
recombinante HSP65r (M. bovis) que tiene un alto grado de similitud antigénica (97 %)
con la HSP de M. tuberculosis. En la figura 5 y el anexo IV se presentan los resultados
individuales de sueros representativos con este tipo de reactividad inmunoldgica por
inmunoblot, observdndose que el reconocimiento de anticuerpos involucraba a la
proteinas con diversos pesos moleculares del ECMtb. Esta observacion fue relevante,
puesto que los complejos inmunes preparados a partir de los muestras de pacientes
con TB y usados—en el ensayo de co-cultivo estuvieron conformados por anticuerpos

gue reconocen diversos antigenos micobacterianos.

NN

FIGURA 5. INMUNOBLOT. RECONOCMIENTO DE ANTICUERPOS A PROTEINAS CON DIVERSOS PESOS MOLECULARES
DEL ECMtb. EL CUADRO ROJO INDICA LAS BANDAS POSITIVAS CONSIDERANDO EL MARCADOR DE PESO DE REFERENCIA
(60 KDA). LA PRIMER BANDA CORRESPONDE A UNA MEZCLA DE SUEROS. LAS ULTIMAS 5 BANDAS DE LADO IZQUIERDO
CORRESPONDEN AL SUERO DE 5 PACIENTES CON TB.
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CORRELACION DE REACTIVIDAD DE ANTICUERPOS AL ECMtb Y REACTIVIDAD DE
ANTICUERPOS A LA PROTEINA HSP65r DE SUERO DE PACIENTES CON TB.

Otro hallazgo interesante cuyo significado sera tratado en la discusion, fue que al
comparar las ELISAs en las que se uso el ECMtb y la proteina recombinante HSP65 se
aprecio una relacion significativa. Mediante el coeficiente de Pearson se encontré que
existe una asociacién (r=0.6121, p= 0.004), entre los valores de absorbancia de las
ELISAs realizadas en forma paralela, una de la cuales fue incubada con un extracto

total de antigenos de M. tuberculosis y la otra con HSP65r (M. bovis); (ver figura 6).
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FIGURA6. RELACION DE LOS VALORES DE ABSORBANCIA DE ANTICUERPOS
POSITIVOS A LA PROTEINA HSP65r Y A ANTIGENOS MICOBACTERIANOS (ECMtb).
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VII. DISCUSION

Desde la descripcién de las dos poblaciones de células B denominadas B1 y B2, esta
claro que su participacion es predominante en la inmunidad natural y adquirida
respectivamente [49, 59, 62, 28]. Las primeras evidencias que sustentaron las dos
clases celulares son la expresion de la molécula CD5 y una menor capacidad para
generar rearreglos cromosdmicos en el ensamble del BCR para el grupo B1 [49].
Posteriormente, se han explorado otros marcadores de superficie como: CD23, CD138,
CD27, CD38 y CD35 que parecen definir poblaciones de memoria que actlan
principalmente en la respuesta inmune adaptativa, y desde hace 6 anos la expresion y
sintesis de IL-10 en los células Breg [37, 41, 85, 45]. Por lo que actualmente se acepta
que los linfocitos B pueden estar constituidos por diversas subpoblaciones celulares y
estas se pueden identificar por su fenotipo, su funcién e incluso el perfil de produccién

de citocinas puede diferenciar algunos tipos particulares de estas células [36, 41].

Por lo anterior, el concepto de que la tarea fundamental de la célula B es la
produccién de anticuerpos ha cambiado gradualmente ya que diversos trabajos han
dejado claro que existen subpoblaciones de células B fungiendo con roles tan diversos
como: la regulacién y establecimiento de la morfologia de ganglios linfaticos, el
mantenimiento de un microambiente regulador mediante la secrecidén de citocinas, en
la respuesta adaptativa con poblaciones de memoria que actuan eficazmente ante una
segunda exposicidon del agente patdégeno y en la inmunidad innata con células
autorreactivas que contienden con agresores extrafios mediante su polirreactividad

[35, 36].

Generalmente se considera que las poblaciones autorreactivas tienen un rol
patogénico en padecimientos con procesos autoinmunes, sin embargo en algunos
modelos murinos ha sido posible proponer que el aumento o disminucidon de alguna
poblacién autorreactiva o sus cambios funcionales se traducen en la generacién de
algunos mecanismos fisiopatogénicos que explican la presencia de alguna enfermedad

[42, 43, 45-47].

En sujetos sanos las células B autorreactivas se caracterizan por secretar anticuerpos

naturales antinucleares y antifosfolipido, los cuales presentan reactividad para
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antigenos propios que son eliminados mediante su depuracién en el sistema fagocitico
mononuclear o bien contra antigenos tumorales y bacterianos. Es por ello que también
se conocen como anticuerpos polirreactivos ya que en el caso de componentes

extrafios participan como una barrera de proteccion eficiente [60-62].

En consecuencia, la ausencia de poblaciones de células B autorreactivas induce
susceptibilidad a padecimientos ocasionados por agentes patdgenos, por lo que los
anticuerpos naturales actian en forma similar a los receptores de reconocimiento de
patrones moleculares (PPR). Al ser el LB una de las APC profesionales se abre la
posibilidad de que una subpoblacién autorreactiva pueda participar en la captacién de
anticuerpos polirreactivos y CICs, e incluso puede existir dentro de esta poblacién APC
autorreactiva una subpoblacién que posea la capacidad de procesar y presentar
patrones moleculares asociados a patédgenos [60- 62, 65, 34]. En este sentido, Tighe
(1993) previamente reportd al generar un ratén transgénico que expresa anticuerpo
anti-IlgG humano, que estas células B son eficientes como APCs aldn en
concentraciones bajas de CIC; los monocitos y Mds necesitan concentraciones 1000
veces mayores para fungir como APC [125]. Incluso este tipo de linfocito a pesar de
tener una alta expresion de anti-lgG de membrana no presenta la misma capacidad de
secreciodn de anti-IgG. Presentandose la secrecidén de anti-IgG en mayor medida cuando

se estimula con altas concentraciones de LPS y de anti-lgM humano [125].

Por otro lado, en la TB se ha descrito la formaciéon de CIC, anticuerpos naturales
polirreactivos y monorreactivos, estos ultimos dirigidos entre otros componentes a la
lgG. Esto ha sido descrito en especial durante la fase activa de esta enfermedad
infecciosa y tales condiciones hacen factible que la poblacion de LB que tiene la
capacidad de interaccionar con la IgG unida a antigenos micobacterianos modifique

caracteristicas elementales como su proporcion y funcién como posibles APCs [66- 68].

Nuestra propuesta original fue identificar células B que no han sido descritas
previamente en TB, pero cuya presencia puede ocurrir sobre la base de la produccion
de anticuerpos anti-lgG que deben provenir de linfocitos con un BCR Fcy-especifico.
Interesantemente se han descrito subpoblaciones de perfil autorreactivo en sangre

periférica de sujetos sanos con fenotipo CD19+IgG+CD27- en un porcentaje del
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2.4%%1.2%, diferente al que nosotros encontramos en células B Fcy-especificos
(9.3%%5.5%). Aunque, en un modelo de rata AB8 transgénica se encontré que la
proporciéon de células B anti-IgG en bazo es del 15% (extremos del 13-16%) una
proporcién parecida a la subpoblacién que estudiamos [59, 125]. Respecto a la
poblacion autorreactiva CD20+CD5+ se ha demostrado que en sujetos sanos la
proporcion es del 18+4.7% (extremos del 9.2-24.4%) [132]. Esto sustenta nuestra
hipdtesis original sobre que en algunas enfermedades donde existe una persistencia
de antigenos y de CIC como en la TB se puede alterar el numero y funcién de las

células B autorreactivas como lo indica de forma indirecta el trabajo de Djavad [67].

Por ello evaluamos estas condiciones en el contexto de este padecimiento crénico y
nuestro trabajo tuvo el objetivo primordial de identificar una poblacién de células B
Fcy especificas mediante citometria de flujo al explotar su especificidad para
interaccionar con IgG purificada. Interesantemente, encontramos que existe una
proporcion significativamente menor de los linfocitos B Fcy-especificos [CD19+(BCR-
IgG)+] en los pacientes con tuberculosis, respecto a un grupo control, y al mismo
tiempo se documentd una incapacidad de las células B totales para activar células no B

autdlogas.

Ademas de la disminucién de la poblacion B Fcy especifica, encontramos un descenso
de las células con fenotipo CD5+ el cual es propio de células autorreactivas B1 que se
caracterizan por su funcidn APC, secretar anticuerpos naturales e interaccionar con IgG
propia [29]. Por tanto, es viable que se trate de la misma subpoblacion celular, sin
embargo no hubo una asociacién significativa entre la frecuencia de la subpoblacién de

células B Fcy-especifica y la subpoblacion CD5+ que estudiamos.

Aunque, al ser ambas subpoblaciones celulares autorreactivas es factible que las
células B Fcy especifico tengan la misma funcién que se ha descrito en algunos
modelos experimentales para el fenotipo CD5+; contribuyendo en la homeostasis de la
inmunidad natural al sintetizar principalmente anticuerpos polirreactivos y secretar IL-
10 [29, 35]. Esto ultimo en procesos de autorreactividad en las que se ha observado
gue la deleciéon de la poblaciéon de células B, cursan con un dano tisular mayor.

Ademas, debemos aceptar que los cambios que encontramos pueden ser el resultado
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de distintas alteraciones que afectan el nimero y funcién de este tipo de linfocitos, y

cuya complejidad supera el alcance de nuestro trabajo [41, 45, 46].

A pesar de lo anterior, consideramos que la disminucién de las subpoblaciones
estudiadas refleja uno de los efectos en el mecanismo fisiopatogénico que ocurre en
infecciones por Mycobacterium tuberculosis, o ser consecuencia de procesos

inmunoldgicos complejos los cuales sugerimos a continuacion:

A) La compartamentalizacién de este tipo de células B en pulmdn [86], que en el
caso de TB afecta principalmente este érgano, podria explicar su descenso en
sangre periférica; lo cual implicaria que la funcion APC o algunas de las
caracteristicas en estas células pueda limitarse a ciertos entornos tisulares,
como la baja expresiéon de moléculas MHC y menor produccién basal de IL-1 en

macrofagos alveolares, descritas previamente [77].

B) Ademas es posible que se genere un microambiente pulmonar que disminuya a
la poblaciéon de LB que estudiamos en sangre periférica debido a que su
presencia es vital en la formacién de tejidos linfoides terciarios como parte de
una “segunda” respuesta; en un intento de contener al agente patégeno. De
hecho se ha descrito que el knock-out de LB produce un mayor desarrollo de la
patologia pulmonar en el raton C57BL/6 infectado con M. tuberculosis
encontrando incremento del area de lesiones tisulares en pulmdn, asi como de
CXCL13 (caracteristico del microambiente de centros germinales), y de IL-10,
probablemente como un intento fallido de quimioatraccion de LB hacia la zona

de la infeccidon [26, 27, 86].

C) Al tratarse de una poblacién B con potencial autorreactivo, puede ocurrir una
seleccion negativa en la periferia mediante varios procesos como: la

inactivacion funcional, apoptosis, y “edicion genética” [87, 97].

D) Se ha descrito en sujetos sanos que con el transcurso del tiempo una poblacion
de linfocitos que se mantiene constante son los LB asociados con la longevidad

(age associated B cells; ABCs), una subpoblacion autorreactiva que se
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caracteriza por secretar una alta cantidad de anticuerpos, favorecer un
ambiente propicio para células Th17, asi como por su alta produccién de IL-10
e IL-4 y funcionar como APCs captando antigenos via BCR, TLR9 y TLR7. Por otro
lado, uno de los mecanismos de patogenia por infeccion de M. tuberculosis es
la inhibicion del procesamiento antigénico a través de la disminucién de la
expresion de moléculas MHC-1l mediante una prolongada sefializacidn via TLR,
y en este sentido cabe la posibilidad de que la evasién del procesamiento
antigénico por parte Mycobacterium también afecte a estas subpoblaciones de
LB autorreactivos con funcién APC y en consecuencia exista una disminucion de

su presencia en sangre periférica [86, 89, 90].

E) Finalmente, al existir una persistencia de CICs y antigenos es posible que se
activen mecanismos de inhibicién que conducen a la apoptosis via el FcyRIIB

[87, 88].

Respecto a la poblacién de LB CD19+, trabajos previos han reportado su disminucién
en pacientes con tuberculosis; aunque debemos tener presente que la tendencia de
una menor proporcidén en las células B en nuestro trabajo no mostré una diferencia
significativa al evaluar las poblaciones de linfocitos B CD19+ totales en el grupo de

pacientes con TB y el grupo control [91, 92].

En la poblacién total de LB CD19+ también se ha reportado su disminucién gradual
durante la tercera década de vida, manteniéndose constante hasta la séptima década
cuando nuevamente se presenta un descenso, sin embargo se ha descrito que la
proporcidn de este tipo de subpoblaciones autorreactivas se mantiene constante. Por
lo anterior, debe considerarse que la funcion reguladora de estas células B durante

estas etapas de la vida puede tener un rol mas relevante al que se contempla [93, 86].

En relacién al co-cultivo celular encontramos que cuando se favorece la captura del CIC
constituido por 1gG purificada a partir de anticuerpos contra antigeno micobacteriano

total usando linfocitos B totales, y se aplica una condicion de bloqueo del FcyRIIB
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(condicién 1) existe un incremento en la proliferacion de la poblacién respondedora
(14.6 %), respecto al control. Sin embargo, no hubo una diferencia estadistica
significativa, por lo que la capacidad de inducir una respuesta celular mediante el
procesamiento antigénico a células no B autdlogas es deficiente, lo que puede ser

efecto de mecanismos patogénicos y de evasion de la respuesta inmune.

Aunque la captura mediante el BCR-Fcy-especifico (condicion 1) mostré un descenso
en el procesamiento y presentacién antigénica reflejandose en una respuesta casi nula
de poblaciones de células T, se debe considerar la naturaleza de estas ultimas,
incluyendo el fenotipo, perfil de produccidon de citocinas, y otras funciones que

deberan ser estudiadas en detalle.

Adicionalmente, al estandarizar y optimizar nuestros ensayos de cultivo en TB, en la
condicidn en la que se omitié el bloqueo de CD32 (condicién 2) hubo un incremento
(5.6%) de proliferacion respecto al control, sin embargo tampoco hubo una diferencia

estadistica significativa.

A pesar de lo anterior, esto abre la posibilidad de explorar, si alguna subpoblacién B
incluyendo la BCR Fcy especifica puede participar en mecanismos de regulacion

alternativas de la respuesta inmune frente a antigenos micobacterianos.

Por otro lado convencionalmente la funcion del FcyRIIB es la modulacion de la

respuesta inmune mediante los siguientes sistemas:

a) Eliminacién de los CIC en el sistema circulatorio.

b) Supresion de la sinapsis inmunoldgica a través del dominio ITIM que implica la
inhibicion de la activacion temprana de la célula B

c) Desfosforilacion del correceptor CD19

d) Induccién de apoptosis, la cual ha sido descrita en monocitos pero
principalmente en células B autorreactivas, e

e) Inhibicion de la fagocitosis [87, 88].

Por lo anterior, al observar principalmente una deficiencia en la proliferacion en la

condicion sin bloqueo del FcyRIIB (condicion 2) donde se favorece la captura del CIC a
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través de la porcién del antigeno. Se puede considerar la posible participacién de otras
moléculas como los TLRs y CD1, ya que los complejos inmunes estaban constituidos de
un antigeno micobacteriano total (ECMtb) y anticuerpos con reactividad anti-HSP
como lo demostramos por ELISA e inmunoblot. La presencia de los antigenos
inmunodominantes de la familia HSP60 y HSP70 son algunos de los principales blancos
de células B en TB los cuales actuan sobre TLR-2, TLR-4 y CD91 en poblaciones con
funcién APC. En el caso de los TLR pueden producir inhibicidn de la actividad celular en

condiciones de persistencia de estos antigenos inmunodominantes [90, 94, 95].

Debido a la complejidad que implica definir de manera puntual el involucro de cada
uno de los elementos que tiene un papel potencial en un proceso tan complejo de
regulacién, nuestro trabajo no abordé las posibilidades anteriores. Ademas, es posible
que otros factores inmunogenéticos puedan intervenir en la regulaciéon inmune, ya que
se ha reportado que la isoforma FcyRIIB-2 internaliza el antigeno (no asi la isoforma
FcyRIIB-1), y se ha demostrado que la delecidn de FcyRIl en ratones infectados con
Mycobacterium tuberculosis esta ligada a una mayor activacién de las APCs [87, 88] y a
un mejor curso de la enfermedad al disminuir la inmunopatologia, debido a la
promocion de la respuesta Thl durante la fase aguda de la enfermedad [96]. Aunque
cabe la posibilidad de que células B de perfil autorreactivo estén involucradas
mediante en el reconocimiento de agentes patdgenos por medio de anticuerpos anti-
IgG polirreactivos o células B Fcy-especificos cuyo BCR presenta poliespecificidad [65,

67, 125].
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VIII. CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio indican que:

a) Existe una menor proporcion de la subpoblacién celular B Fcy-especifica en

pacientes con TB respecto a controles sanos.

b) En el sistema de co-cultivo que promueve la captura de complejos inmunes
(constituidos por antigenos micobacterianos y anticuerpos anti-micobacteria) via BCR
los LB promueven proliferacion celular. Sin embargo, no hay diferencia significativa con

el grupo control.

c) En pacientes con TB las proporciones de las subpoblaciones de células B Fcy-

especificas y CD19+CD5+ fueron menores respecto a controles sanos.

d) Los cambios cuantitativos en la subpoblacién autorreactiva B Fcy-especifica y en
las células CD19+CD5+ en TB sugieren su participaciéon en fendmenos de modulacién

de la respuesta celular que deberan ser estudiados.

La disminucion en las proporciones en las células B Fcg-especifica y en la subpoblacidn
CD5+ en TB activa no han sido descritos. Aunque es dificil proponer una participacién
fisiopatogenica esto debe ser debido a que los linfocitos autorreactivos son

importantes en la modulacién de la respuesta inmune.
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ANEXOS.
ANEXO A. RECEPTOR DE LA CELULA B (B Cell Receptor; BCR).

El BCR tiene un papel dual al actuar como una molécula de sefializaciéon para la
activacion del LB o bien como un receptor para propiciar el procesamiento antigénico,
el receptor estd conformado por una inmunoglobulina de membrana que esta
acoplado a un mdédulo de sefializaciéon formado por un dimero Iga-Igf. La unién del
antigeno causa que el BCR se colocalice con la clatrina y la cascada de sefializacion
inicia con la activacion de tirosina cinasa de la familia src, especialmente Lyn, el cual
fosforila el motivo ITAM siguiendo con el reclutamiento y la activacidon de Syk tirosina
cinasa. Induciéndose la translocacion dentro de los lipids rafts, a la vez que se induce la
fosforilacién de clatrina por activacién de la Src cinasa. La fosforilacidon no es necesaria
para capturar el antigeno, pero la estabilidad del complejo es requerida para la
apropiada internalizacién. Las colas citosolicas del dimero contienen motivos que
cooperan y sinérgicamente interactlan para optimizar el trafico y mantenimiento de

los complejos BCR-Ag en los endosomas tardios [98, 99].

El BCR induce la reorganizacion dindmica del citoesqueleto de actina, que es
dependiente de Btk; el cual incluye una rapida despolimerizacién, seguida de una fase
de polarizacién y despolarizacion. También es dependiente de la reorganizacién de los

microdominios de la membrana.

ANEXO B. TUBERCULOSIS.

El género Mycobacterium comprende microorganismos saprofitos y sélo algunos se
han adaptado a un tipo de vida patogénico como: Mycobacterium africanum, M.
bovis, M. microti, M. canettii y M. tuberculosis. Este ultimo es el principal agente
patdgeno cuya infeccidon produce Tuberculosis por inhalacién de aerosol, basta con
una gota cargada con diez microorganismos para infectar al hospedero. Esto se
traduce en un problema de salud global ya que se reportan 10 millones de nuevos
casos y 1.7 millones de defunciones por afio [100, 101]. De acuerdo al informe de la
Organizacion Panamericana de la Salud, dentro de los principales problemas de salud

publica/epidemioldgicos para erradicar este padecimiento estan las discrepancias
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entre los reportes de casos; como la brecha entre la incidencia reportada y la
incidencia estimada, el flujo migratorio, hacinamiento, surgimiento de padecimientos
qgue inducen inmunosupresion como VIH, Diabetes Mellitus, falta de una prueba
diagnodstica que permita discernir las diferentes fases del padecimiento, la sintesis de

una vacuna que sea eficaz en adultos [102].

Otro tépico importante esta determinado por los factores de virulencia con los que
cuenta Mycobacterium spp., que se encargan de evadir la respuesta inmune, como el
sistema para escapar del fagolisosoma, expresién de antigenos que pueden inducir
mimetismo molecular, latencia mediante la formacion de estructuras caseosas
(conglomerados de granulomas). Siendo este segundo tépico el que nos compete nos
enfocaremos en describir brevemente la interaccion que mantienen el sistema inmune

y el agente patdgeno [103].

El sistema inmune innato es el principal mecanismo que actla contra este agente
patdgeno. Las células fagociticas como los granulocitos captan el agente patdgeno
mediante receptores como; CD16, CD32, CD64; en el citoplasma se encuentran
granulos que contienen o-defensinas, proteasas, moléculas con alta afinidad por el Fe
(como lactoferrina), y lipocalina. Ademas de que se secretan quimiocinas como IL-10,
MCP-1, MIP-1a/b y citosinas proinflamatorias como el IFN-y y TNF-a. Otro elemento
importante son los receptores de reconocimiento de patrones como: el receptor del
complemento CR3, receptores de unién a manosa, proteina surfactante A y D (Sp-A,
Sp-D), receptor de manosa de unidon a la membrana del macréfago (DC-specific
intercelular-adhesion-molecule-3 grabbing non-integrin; DC-SIGN o CD209), receptores

tipo Toll (TollLike Receptor; TLR) y probablemente Dectin-1[104, 105].

Sin embargo las interacciones que mantiene el agente patégeno con el hospedero son
muy complejas y aun se contindan develando los procesos de la respuesta inmune
durante la infeccion, aunque estd claro que el principal mecanismo de patogenicidad
es el escape del fagolisosoma. Mediante microscopia electrénica de macrdéfagos
infectados con Mycobacterium tuberculosis se establecié que esta yace en un
compartimento con caracteristicas aberrantes a las que realiza el organelo

convencionalmente, ya que presenta un pH de 6.2, pocas ATPasas vacuolares y la
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perdida de marcadores del endosoma tardio y del lisosoma, tales como Rab7 o LAMP1.
Ademas, el “fagosoma-micobacteriano” es un organelo que trafica receptores de
transferrina, consecuentemente M. tuberculosis puede acceder al hierro. Respecto al
proceso para evitar la formacion del fagolisosoma sea demostrado que el antigeno
temprano de endosoma (early endosomal antigen; EEA1), que es uno de los principales
efectores de Rab5, estd ausente. La funciéon de EEA1 radica en su funcion sobre el
fosfatidilinositol 3-fosfato (PI3P), el cual es elemento primordial del trafico membranal
del sistema endolisosomal. Ademas PI3P es generado por efecto de Rab5. El bloqueo
de la generacién de PIP3 en el endosoma temprano es una de las estrategias utilizadas

por el agente patdgeno para inducir el arresto para su liberacion al lisosoma [103].

Respecto a las DCs mediante DC-SIGN capturan e internalizan M. tuberculosis a través
del componente de la pared celular ManLAM. La molécula estd implicada como un
factor de virulencia, ya que previene la maduracién de DCs. En este contexto se ha
demostrado que M. tuberculosis modula las funciones alterando su diferenciacion,
monocitos que se diferencian mediante GM-CSF e IL-4 se desarrollan como DCs que
pierden la expresion de CD1 y son capaces de producir IL-10 pero no IL-12. Lo que
significa una menor capacidad para presentar antigenos y producir citosinas que
polarizan células T naive con un perfil de células incapaces de producir IFN-y o IL-4.
Otro proceso patogénico frecuentemente reportado es que los monocitos circulantes

pueden representar un mecanismo de escape del agente patégeno [106].

Otros factores de virulencia importantes son las diversas moléculas que son expuestas
como algunas proteinas de choque térmico (Heat Shock Protein; HSP) bien pueden
inducir mimetismo molecular favoreciendo el desencadenamiento de condiciones
autoinmunes adversas (HSP60) o bien condiciones favorables para una respuesta
celular mediante células que realicen presentacién cruzada (HSP 70).
Interesantemente, al considerar la presencia de anticuerpos contra antigenos
micobacterianos, esta familia de HSPs es uno de los blanco mds comunes, y se ha
descrito niveles elevados de IgG frecuentemente [107]. En proteinas de filtrado
celular como ESAT®6, se ha demostrado que mediante su unién al TLR-2, resulta en una
incapacidad de la respuesta inmune al alterar la produccién de la cadena p40 de la IL-

12. Otro factor de virulencia interesante es la lipoproteina de 19 kDa que induce la
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expresion y secrecion de péptidos antimicrobianos al interactuar con receptores tipo
Toll (TollLike Receptor; TLR), aunque, la propia activacién de la lipoproteina por tiempo
prolongado induce patogenicidad al disminuir la expresién del MHC-II. De hecho ESAT6
al actuar sobre el TLR2, también inhibe la actividad de la presentacién antigénica en

DCs 'y M¢s [105, 109].

Los receptores DC-SIGN (de DCs y M¢os) y MMR (en M¢) pueden promover sefiales
para la produccién de IL-10. Este mecanismo se ha sugerido que contrarresta la
inflamacién mediada por células TH1, la cual es asociada con proteccién y favorece la
sobrevivencia y crecimiento del organismo patdégeno. En contraste, la respuesta en la
qgue intervienen los TLRs, promueven la translocacidon del nucleo de NF-kB y la
expresién de mediadores proinflamatorios en M¢ y DC, lo que resulta en la secrecion
de IL-12, IL-18, TNF-a y quimiocinas como MCP-1 MIP1la. Lo que se traduce en un
ambiente con IFN-y lo que implica la participacion de células NK, TH1 y CD8+

promoviendo la activacién de M¢s y restriccion del crecimiento bacteriano [104].
ANEXO C. REACTIVOS

ANTICUERPOS. Para realizar la inmunofenotipificacidon se utilizaron los siguientes anticuerpos
monoclonales: se usé anti-CD19-Pe (ABCam), anti-CD19-Pe/anti-CD5-FITC (ABCam), anti-CD32,
anti-CD16, anti-CD64 (Ancell), anti-CD3-FITC/anti-CD8-Pe/anti-CD45-PerCP/anti-CD4-APC
(Beckton Dickson), IgG-FITC (anticuerpo conjugado al FITC en nuestro laboratorio), Fc de IgG
human (ICN Biomedicals) y control de isotipo IgG1lk-Pe EXTRACTO CRUDO DE Micobacterium
tuberculosis (ECMtb; constituido por el sobrenadante del medio de cultivo de la cepa Rv37)

HSP65 Rv0440 de Micobacterium bovis (cpn60.1) (Lionex GmbH).

ANEXO D. USO DE MUESTRA DE PACIENTES. De las

20 muestras de pacientes con TB: 12 fueron utilizadas para

CITOMETRIA
DE FLUJO

realizar la transformacion con EBV, igualmente 9 muestras

se utilizardn para realizar la fenotipificacidon por citometria
de flujo, en 5 se realizd el co-cultivo y en 10 muestras se

utilizo el plasma para la obtencién de CIC.

Total=20 EBV=12 CITOMETRIA=9 CIC=10
CO-CULTIVO=5
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ANEXO |. IDENTIFICACION DE LA PROPORCION DE LB TRANSFORMADOS CON EBV EN PACIENTES

CON TB.

De 12 muestras de células mononucleares provenientes de sangre periférica de
pacientes con TB, después de 5 semanas en cultivo sélo 8 mostraron conglomerados
celulares, mientras que en las 4 muestras restantes no hubo evidencia de proliferacién
celular. Mediante la estrategia que se muestra en la figura | ANEXO-I, se identificd la
proporcién de las dos subpoblaciones de interés, en la tabla | de esta seccién se
compara la media de las proporciones de la poblacion de células B después del

enriguecimiento por MACS vy las células B transformadas con el EBV.

TABLA I ANEXO. COMPARACION DE LA PROPORCION DE CELULAS CD19+CD5+ Y B Fcy-ESPECIFICO OBTENIDAS
PREVIO ENRIQUECIMIENTO MEDIANTE MACS Y TRANSFORMADAS CON EL EBV.

SUBPOBLACION CELULAR
PARAMETRO CD19+CD5+ B Fcy-especifico
LB LB LB LB
TRANSFORMADOS PREVIO TRANSFORMADOS PREVIO
CON EBV ENRIQUECIMIENTO CON EBV ENRIQUECIMIENTO
CONTROL T8 CONTROL T8 CONTROL T8 CONTROL TB
MEDIA$D.V | 0.705:0.45 & 1.915+2.4 13.2¢8.9 | 4.072:4.5 1.37+0.96 | 1.3840.98 9.315.5 3.02+1.6
E.T. MEDIA 0.264 1.745 2.988 1.500 0.558 0.699 2.104 0.546
MEDIANA 0.905 1.915 11.1 3.4 0.958 1.38 11.4 3.13

Como se puede observar tanto en el grupo de pacientes con TB y el grupo control
presentan una menor proporcién de las dos subpoblaciones celulares después de la
transformaciéon con el EBV respecto a la identificacién previo enriquecimiento
mediante MACS. Esto puede deberse a la precision de la estrategia utilizada para
realizar la adquisicion mediante el citdmetro de flujo, como se observa en la figura A
tenemos una amplia distribucién de células transformadas con el EBV y no podemos
aseverar que esta sea la mejor estrategia, como se puede apreciar en la figura B en
nuestro control de isotipo queda claro que no hay una compensacidon adecuada. Lo
gue puede ser un efecto determinado porque la activacion y crecimiento celular
después de la transformacion con EBV en los linfocitos no estd sincronizado, siendo la

complejidad celular y el tamafio caracteristicas no uniformes en todas los linfocitos.
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Ademas el tiempo en cultivo puede favorecer que las células presentes sean
principalmente plasmaticas (CD38+CD138+). Incluso la propia transformacién con el
EBV puede modificar el fenotipo de las células B, disminuyendo la expresion de CD5,
en este sentido algunos reportes sefialan que el fenotipo de los LB cambia de acuerdo
a lalinea celular a la que pertenezcan. De hecho el éxito de una transformacién exitosa
también depende de la linea celular que se usa [71, 84, 85]. Después de realizar varios
analisis mediante el Flow Jo 7.6.1 seleccionamos el gate e identificamos la proporcién
de la subpoblacion CD19+CD5+ y CD19+(IgG-FITC)+ los datos de la tabla | de esta
seccion muestran las proporciones encontradas y se puede observar que mediante
esta estrategia identificamos una menor proporcidon de esta poblacién, por todo esto
decidimos realizar el anadlisis mediante el enriquecimiento previo en células frescas.
Respecto a la alta proporcién de células negativas para CD19 en particular el dia 35 de
cultivo es posible que la mayor parte de la poblacién corresponda a células plasmaticas
CD19-, ademas de que la propia transformacion con el EBV puede modificar el fenotipo

celular [71, 84, 85].
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FIGURA 0. DOT-PLOTS REPRESENTATIVOS. LB TRANSFORMADOS CON EBV DE UN
PACIENTE CON TB DE IZQUIERDA A DERECHA EN NO GATE.
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FIGURA I. ANEXO-I. DOT PLOTS REPRESENTATIVOS. LB TRANSFORMADOS CON EL EBV DE
UN PACIENTE CON TB
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ANEXO II. LINFOCITOS B OBTENIDOS POR SELECCION NEGATIVA, CON REACTIVIDAD A IgG.

Se estudiaron los LB mediante citometria de flujo, se trabajé con el sistema de
seleccion con un campo magnético (MACS) para LB. Primero se identificd la
proporciéon de células que reconocen a la IgG humana que fue conjugada con FITC.
Encontramos que la proporcién de linfocitos positivos seleccionados por MACS fue del
91.8% como se puede observar en el histograma de la figura 1l ANEXOS-II. Respecto a el
control tenemos que existe union inespecifica del 0.26%, por lo tanto la proporcién de

linfocitos seleccionados por MACS que reconocen la IgG humana es del 91.5%.

91.5% Control

Count

Linfocitos obtenidos por
seleccion negativa /\
mediante MACS con
reactividad para lgG

1 2 3 4
10 10 10 10° FITER 10
FLI-H

FIGURA 1II. ANEXOS-Il. PROPORCION DE LINFOCITOS QUE
CAPTURAN IgG HUMANA SIN BLOQUEAR EL FcyRIl (CD32)

Sin embargo, la IgG también es reconocida por otros receptores presentes en los
linfocitos como el receptor de la fraccién constante de 1gG (FcyRIl/ CD32). Es por ello
que utilizamos fragmentos F(ab)’2 de anticuerpos anti-CD32 (1.6 ug para 10° células)
para impedir que la IgG fuera reconocida por este receptor y encontramos que al
bloquear este receptor la proporcion de linfocitos que reconoce a la 1gG es del 20.4%

(ver figura i anexos-n1), de esta forma se identifico a la poblacién de células B BCR Fcy-

especifico.

(BCR-IgC)+ /\
= 20.4% — | Control

Count

Linfocitos obtenidos por
seleccion negativa
mediante MACS con
reactividad para IgG

0

2 3 4

10 10 10 10 10
FL1-H

FIGURA III. ANEXOS-I. PROPORCION DE LINFOCITOS QUE
CAPTURAN IgG BLOQUEANDO EL FcyRII (CD32).
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Para tener la certeza de que la concentracidn de anti-CD32 era la indicada realizamos
diluciones de la concentracién recomendada y encontramos que la proporciéon de
linfocitos positivos aumenta conforme se diluye la concentracién de anticuerpo (ver
figura IV ANEXOS-I). Ademads si se utilizaba una concentracién 3 veces mayor comienza a
presentarse el bloqueo de los anticuerpos a su ligando. Por lo tanto la concentracion
que utilizamos era la indicada. También se utilizaron fragmentos F(ab)’2 de
anticuerpos anti-CD16 y anti-CD64 en una dilucion 1:40 de la concentraciéon
recomendada, ya que algunos reportes indican la presencia los receptores CD16
(FcyRIIl) 'y CD64 (FcyRl) en una proporcidn de hasta el 2% en LB de sujetos sanos,

mientras que el CD32 segun este reporte se encuentra en el 93% de los LB [128].

Control ,\
Concentracion /\
indicada

Dilucion 1

Dilucion 2

sample Population Mame  [Median, ‘Geom. ode, |[Freq.of ‘Freq. of Freq. of Count
Name FL1-H |Mn. FL1-H  |Total Grandparent [Parent

Data.002 Control isctipo 156 169 149 0,024% 0,029% 0,261% 24
Data.003 Concentracién indicada 208 273 149 0.628% 0.706% 20.7% A28
Data.007 Dilucién 1 218 248 149 1.03% 1.16% 25.0% 1029
Data.008 Dilucion 2 258 348 149 1.67% 1.84% 37.2% 1674

FIGURA IV. ANEXOS-II. IDENTIFICACION DE CONCENTRACION INDICADA DE ANTI-CD32
PARA FAVORECER LA CAPTURA DE IgG MEDIANTE EL BCR.
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Adicionalmente, al evaluar la poblacion doble positiva CD19+(BCR-IgG)+ se detectd que
su capacidad de unir IgG-FITC+ disminuyd hasta ser casi nula al incubar previamente
con fragmentos Fc de IgG purificados en concentraciones de saturacion (ver Figura V-B.
ANEXO 11), esto debido una competencia de unién via BCR. Por lo tanto la poblacién
doble positiva identificada cuando bloqueamos solamente los FcyRs mediante anti-
CD32, anti-CD64 y anti-CD16, corresponde a las células B que captan mediante su BCR

a la porcién Fc de IgG (ver Figura V-A. ANEXO 11).

A

4
10 3

FL2-H
)
|
FL2-H

Q3
0,334%

0
10

1 2 4
100 10 10 10:3 10

FL1-H FL1-H

(BCR-IgG)FITC

FIGURA V. ANEXOS-II. DOT-PLOTS. EN (A) SE MUESTRA CELULAS B CUYOS FcyRs FUERON
BLOQUEADOS MEDIANTE EL ANTICUERPO ANTI-CD32. EN (B) LAS CELULAS B QUE
PREVIAMENTE FUERON INCUBADAS CON FRAGMENTOS Fc de IgG.
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ANEXO III. CULTIVO CELULAR.

ANEXO llI-A.

Mediante espectrofotometria usando rezasurina al 10% (Alamar blue) se evalué la
proliferacion en co-cultivo de las células no B, siendo esta utilizada como una evidencia
indirecta de la funcidon de la célula BCR-Fcy especifica como APC. Mediante la siguiente
formula se identificd la actividad metabdlica; representada por el porcentaje de

reduccion del medio cultivo.

Percentage reduction = (02 x A1) - (01 x A2) x 100
of alamarBlue
(equation 1) (R1 x N2) - (R2 x N1)

Where: 01 = molar extinction coefficient (E) of oxidized alamarBlue (Blue) at 570nm

02 = E of oxidized alamarBlue at 600nm

R1 = E of reduced alamarBlue (Red) at 570nm

R2 = E of reduced alamarBlue at 600nm

A1 = absorbance of test wells at 570nm

A2 = absorbance of test wells at 600nm

N1 = absorbance of negative control well (media plus alamarBlue but no cells) at 570nm
N2 = absorbance of negative control well (media plus alamarBlue but no cells) at 600nm

Con este procedimiento se cultivaron 100, 50 y 25 mil de células no B autologas ; se

determind que no existe inhibicidn por contacto (ver figura v ANEXOS IlI-A).

70

100 MIL CELULAS NO B
60 -

50 MIL CELULAS NO B
50
PORCENTAIJE DE 25 MIL CELULAS NO B

PROLIFERACION an -

30 A

20 A

10 A

DiA 2 DiA3 DiA 4
FIGURA V. ANEXOS III-A. PORCENTAJE DE REDUCCION DE CELULAS

NO B. SEMBRADAS CON 100, 50 Y 25 MIL CELULAS.

ANEXO IlI-B.

Decidimos adicionar el AB justo al inicio del co-cultivo, en la figura VI ANEXOS 11I-B de
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este apartado se observa que no hay diferencia alguna entre adicionar el AB 48 horas

después de haber iniciado el ensayo de co-cultivo de células B y células no B.

S0
a0

—r— 50 MIL
70 COCULTIOD

ADICION AB A LAS

50
PORCENTAJE DE // 48 HRS
50

PROLIFERACION i 25 MIL
a0 COCULTIVD
ADICION AB & LAS
30 - 48 HRS
20 50 MIL
COCULTIVD
10 ADICION DE AB AL
IMICIO
D T T T T 1
24 HRAS 48 HRAS 72 HRAS 96 HRAS  120HRAS
FIGURA VI. ANEXOS III-B. PORCENTAJE REDUCCION
(PROLIFERACION) ENTRE LOS DIFERENTES TRATAMIENTOS.
ANEXO IlI-C.

La proliferacion de las células no B entre las diferentes condiciones de cultivo se
determind por el porcentaje de reduccién (ver figura vil ANEXOS I1lI-C). Donde se
observa que la actividad celular en la condiciéon de captura de los complejos inmunes
mediante el BCR es mayor respecto a la condicidon donde la captura de los complejos

se realiza mediante el BCR y/o el FcyR.

80
70 4
60
50
«fe BLOQUEO FcyRs
40 -

30 o= NO BLOQUEO DE
FcyRs

20 -

10 -

0 T T T T T T T 1
DiA2 DIA3 DiA4 DiAs DiA6 DIA7 DIAE DiA10

FIGURA VII. ANEXO IIl-C. PROLIFERACION DE CELULAS NO B EN COCULTIVO
BLOQUEANDO EL FcyR Y SIN BLOQUEAR EL FcyR.

EN UNA MUESTRA REPRESENTATIVA DE UN PACIENTE CON TB. EVALUACION
MEDIANTE EL PORCENTAJE DE REDUCCION.
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ANEXO IV. Western Blot.

00
140
10

80

&

50

40

Q |-

FIGURA ANEXO IV. INMUNOBLOT. RECONOCMIENTO DE ANTICUERPOS A PROTEINAS CON DIVERSOS PESOS
MOLECULARES DEL ECMtb. EL CUADRO ROJO INDICA LAS BANDAS POSITIVAS CONSIDERANDO EL MARCADOR DE
PESO DE REFERENCIA (60 KDA). LA PRIMER BANDA CORRESPONDE A UNA MEZCLA DE SUEROS, LAS ULTIMAS 5
BANDAS DE LADO IZQUIERDO CORRESPONDEN AL SUERO DE 5 PACIENTES CON TB.
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