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Expresion diferencial de la proteina LRBA en los linfocitos B virgenes
y de memoria humanos

Differential expression of LRBA protein in human naive and memory B lymphocytes

Melissa Madrid'*, Paula A. Restrepo!*, Claudia M. Trujillo-Vargas'*

Resumen

La deficiencia de LRBA (Lipopolysaccharide-responsive and beige-like anchor protein), es una inmuno-
deficiencia primaria causada por una expresion defectuosa de la proteina intracelular LRBA, debido a
mutaciones, homocigotas y heterocigotas compuestas, en el gen correspondiente. Los pacientes con esta
inmunodeficiencia muestran un amplio espectro de manifestaciones clinicas que incluyen, principalmente,
inmunodeficiencia y autoinmunidad. La deficiencia de LRBA se asocia con una disminucion del recuento de
linfocitos B (LB) de memoria con cambio de isotipo en sangre periférica y plasmablastos, y una respuesta
defectuosa de anticuerpos especificos, asi como un defecto en la apoptosis y la autofagia. En este estudio se
evaluo la expresion diferencial intracelular de la proteina LRBA en los LB virgenes y de memoria de sangre
periférica humana, bajo diferentes condiciones por citometria de flujo. Evidenciamos que los LB de memoria
presentan una mayor expresion de LRBA; por otra parte, demostramos que la expresion de esta proteina en
los LB aumenta considerablemente en condiciones de activacion; sin embargo, la magnitud del incremento
en la expresion de LRBA bajo esta condicion es mayor en los LB virgenes. En contraste, evidenciamos que
la expresion de esta proteina disminuye en LB sometidos a apoptosis, aunque aun en estas condiciones, es
mayor en LB de memoria. Estos hallazgos sugieren que LRBA juega un papel importante en el desarrollo de
la memoria inmunologica humoral.

Palabras claves: apoptosis, citometria de flujo, inmunodeficiencias primarias, linfocitos B virgenes,
linfocitos B de memoria, ensayos de proliferacion

Abstract

LRBA deficiency (Lipopolysaccharide-responsive and beige-like anchor protein) is a primary immunodeficiency
caused by a defective expression of the intracellular protein LRBA, due to homozygous and heterozygous
composed mutations in the corresponding gene. Patients with this immunodeficiency have a wide spectrum
of clinical manifestations that include mainly immunodeficiency and autoimmunity. LRBA deficiency is
associated with a decrease in class-switched memory B cells in peripheral blood and plasmablasts count,
and a specific antibody response defective, as well as a defect in apoptosis and autophagy. In this study,
intracellular differential expression of the LRBA protein in naive and memory B cells of human peripheral
blood was evaluated under different conditions by flow cytometry. We evidence that memory B cells have
a higher expression of LRBA; on the other hand, we demonstrate that the expression of this protein in the
B cells increases considerably under activation conditions; however; the magnitude of the increase in LRBA
expression under this condition is higher in naive B cells. In contrast, we show that the expression of this
protein decreases in B cells undergoing to apoptosis, although even under these conditions, it is higher in
memory B cells. These findings suggest that LRBA plays an important role in the development of humoral
immune memory.
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INTRODUCCION

Las inmunodeficiencias primarias son enfermedades
raras y a menudo desconocidas, incluso para los
profesionales de la salud y los médicos de atencién
primaria. Constituyen un grupo de aproximadamen-
te 360 defectos genéticos del sistema inmunitario,
tanto en sus componentes hematopoyéticos como en
los no hematopoyéticos. Dichos defectos pueden pre-
sentarse con un amplio espectro de manifestaciones
clinicas, incluyendo susceptibilidad incrementada a
infecciones, inflamacién, autoinmunidad o alergia.
Hoy en dia se estima que afectan a més de seis millo-
nes de personas alrededor del mundo, sin distinciones
geograficas, de género o edad (Espinosa, Condino,
Franco, y Sorensen, 2016).

La deficiencia de LRBA (Lipopolysaccharide-
responsive and beige-like anchor protein), es una
inmunodeficiencia primaria causada por mutaciones
bialélicas en LRBA que suprimen la expresiéon o

afectan la funcién de esta proteina (Gamez-Diaz et
al, 2016).

LRBA es una proteina de 300 kD, miembro de la
familia de proteinas BDCPs (BEACH domain con-
taining proteins) (Wang y Lockey, 2014), las cuales
son altamente conservadas entre las especies y am-
pliamente expresadas en tejidos humanos inmunes y
no inmunes (Cullinane, Schéffer, y Huizing, 2013).

En 2012, se describié por primera vez esta inmuno-
deficiencia en cinco pacientes pertenecientes a cuatro
familias diferentes. Ese mismo ano se identificaron
otros pacientes con esta condicién quienes presenta-
ban, no solo inmunodeficiencia, sino también autoin-
munidad (Lépez et al, 2012).

Hoy en dia se conoce que la deficiencia de LRBA es
clinicamente variable. Entre las caracteristicas feno-
tipicas autoinmunes que presentan estos individuos
se incluyen: enteropatia autoinmune, enfermedad in-
flamatoria intestinal y diarrea no infecciosa, anemia
hemolitica autoinmune y /o purpura trombocitopéni-
ca inmune, entre otras. Por su parte, el fenotipo de
inmunodeficiencia incluye hipogammaglobulinemia,
organomegalia e infecciones recurrentes del tracto
respiratorio principalmente (Alkhair et al, 2016), con
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una penetrancia variable (Gamez-Diaz et al, 2016).

Estudios de laboratorio, realizados en pacientes con
deficiencia de LRBA, evidencian una disminucion del
recuento de Linfocitos B (LB) de memoria con cam-
bio de isotipo y plasmablastos en sangre periférica,
ademads de una respuesta defectuosa de anticuerpos
especificos (Gamez-Diaz et al, 2016). Ademas, los LB
de algunos de estos pacientes en cultivo muestran
baja respuesta proliferativa, activacién, diferencia-
cién a plasmablastos y secrecién de inmunoglobulinas
(Lopez et al, 2012).

Se ha demostrado que los individuos deficientes de
LRBA tienen defectos en la autofagia de los LB
inducida por inanicién y las lineas de LB inmortaliza-
dos de estos individuos muestran una susceptibilidad
aumentada a la apoptosis (Lépez et al, 2012; Revel
et al, 2015); a su vez, se postula que los defectos
observados en la producciéon de inmunoglobulinas, y
la diferenciacion y proliferacion de los LB, podrian
presentarse por el aumento de la muerte celular
(Lopez et al, 2012).

A pesar de todas estas evidencias, hasta la fecha
no se ha comparado la expresion de LRBA en los
LB virgenes y de memoria humanos y tampoco se
conoce si LRBA es importante para el desarrollo de
la memoria inmunolégica de LB. Por esta razon, el
objetivo del presente estudio es evaluar wn vitro la
expresion de LRBA tanto en los LB virgenes como de
memoria de sangre periférica humana bajo diferentes
condiciones.

MATERIALES Y METODOS

Las células mononucleares de sangre periférica
(CMSP) y LB utilizados en este estudio se aislaron, a
partir de muestras de sangre periférica (SP) de nue-
ve voluntarios sanos, en tubos heparinizados. Estos
adultos no habian sido diagnosticados con inmuno-
deficiencias primarias y no presentaban infecciones,
ni enfermedad aparente en el momento de la toma
de muestra; la edad cronolégica de los voluntarios
oscilaba entre 23-32 afos. Los donantes sanos fir-
maron el consentimiento informado aprobado segin
el protocolo 12-07-470 del Comité de Bioética de la
Sede de Investigacién Universitaria de la Universidad
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de Antioquia.

Aislamiento de células mononucleares de sangre
periférica

Las CMSP se aislaron a partir de muestras de SP de
voluntarios adultos sanos en tubos heparinizados y se
obtuvieron mediante gradiente de densidad de Ficoll
(Histopaque-1077T™ Sigma-Aldrich, St. Louis, MO).
En breve, la sangre se centrifugé a 1800 r. p. m. por
5 min, para luego tomar la interfase en la cual se
encontraba el buffy coat o capa de leucocitos; esta se
mezclé con 4 mL de PBS Dulbecco (Sigma-Aldrich),
para luego adicionarla suavemente a 3 mL de Ficoll
y centrifugar a 1200 g por 20 min. Finalmente, se
separé la capa de CMSP de la interfase entre el PBS
y el ficoll, después de dos lavados se realizé el conteo
y se evalud la viabilidad celular mediante exclusién
con azul de tripano (Sigma-Aldrich).

Enriquecimiento de linfocitos B humanos totales
y separacion celular electromagnética en linfoci-
tos B virgenes y de memoria

Se recolecté sangre de voluntarios adultos sa-
nos en tubos heparinizados y se enriquecieron los
LB mediante el coctel de enriquecimiento de LB
RosetteSep™ (Stemcell Technologies, Vancouver,
Canadd) por seleccién negativa, siguiendo las ins-
trucciones del fabricante. Se realizé el conteo de la
suspension celular obtenida y se evalué la viabilidad
celular mediante exclusiéon con azul de tripano.

Los LB humanos obtenidos por el enriquecimien-
to fueron marcados fluorescentemente con los an-
ticuerpos monoclonales anti-CD19 (Clon: SJ25C1,
Becton Dickinson, BD, Franklin Lakes, NJ) y anti-
CD27 (Clon: 0323, eBioscience, Waltham, MA), por
30 min protegidos de la luz. Luego, las células se
resuspendieron en 2 mL de medio RPMI (Sigma-
Aldrich, San Luis, Misuri) suplementado con suero
fetal bovino (SFB), al 10 % penicilina y estreptomi-
cina al 2% (Gibco life technologies) (Medio RPMI
completo), para posteriormente separar las subpo-
blaciones de LB virgenes (CD19+/CD27-) y de me-
moria (CD19+/CD27+) mediante separacién celular
electromagnética usando un MoFlo XDP (Beckman
Coulter, Indianapolis) bajo condiciones estériles.
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La pureza del enriquecimiento y de la separacién
celular electromagnética se determiné por citometria
de flujo inmediatamente después de realizar cada
proceso.

Activacion celular

Tanto las CMSP como los LB virgenes y de memoria
altamente purificados se cultivaron en presencia o
ausencia de 0,3 pL de un trimero de CD40 ligando
(tri-CD40L) e interleuquina 21 (IL-21) recombinan-
tes (reactivos utilizados directamente a partir de los
sobrenadantes obtenidos de los cultivos de células
transfectadas con los respectivos plasmidos, gene-
rosamente donados por Hermann Eibel, University
Medical Center Freiburg, Center for Chronic Im-
munodeficiency (CCI), Friburgo, Alemania), a una
densidad celular final de 1x105 células en un volumen
de 200 puL/pozo. Estas células fueron suspendidas en
medio RPMI completo, en platos de 96 pozos fondo
U, durante cinco dias a 37 °C bajo atmésfera al 5%
de COs. Luego, se procedié a evaluar la expresion de
la proteina LRBA por citometria de flujo, como se
describira posteriormente.

Para confirmar la eficiencia de la estimulacién con el
tri-CD40L+1L-21, se evalué la proliferacién celular
por citometria de flujo. Para esto se cultivaron las
células sin y con estimulo, previamente marcadas
con éster de succinimidil-carboxifluoresceina (CFSE,
5 uM, Molecular Probes, Eugene, OR) por cinco
dias. Para excluir las células muertas después de la
incubacién, se realizé una tincién con 100 pL de una
dilucién de Live/Dead Fixable Aqua Dead Cell Stair
(Aqua®, Molecular probes™) 1:1000 en PBS.

Induccién de apoptosis

La apoptosis se indujo mediante el uso de estauros-
porina (Sigma-Aldrich) (4 pM), preparada en medio
RPMI sin suplementar, a una densidad celular final
de 1x105 células en un volumen de 200 uL/pozo
durante 6 h. Como control negativo, se usaron células
no expuestas al inductor. Inmediatamente después
del tratamiento con estaurosporina se procedié a
evaluar la presencia de apoptosis y la expresion de
la proteina LRBA.

Para evaluar la apoptosis, en ensayos preliminares
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se realiz6 la tincién ioduro de propidio/Anexina V
marcada fluorescentemente (BD); sin embargo; por
cuestiones de solapamiento entre algunos fluorocro-
mos, se decidi6 sustituir el ioduro de propidio por
Aqua® con el fin de excluir las células muertas al
momento del analisis. Asi que en la mayoria de los
ensayos las células se lavaron con PBS y se tieron
con 100 pL de una dilucién de Aqua® 1:1000 en PBS
(por 15 min, a 4 °C, protegido de la luz). Posterior-
mente, se realizé un lavado con PBS y dos lavados
con 100 L. de tampén de unién (Binding buffer) 1X
(BD) y se determiné la apoptosis mediante tincién
con 5 pL Annexina V, por 15 min a temperatura
ambiente. Finalmente, se realizé un lavado con 400
pL de Binding buffer 1X. La intensidad de las células
Anexina V positivas se determiné en un citémetro de
flujo LSR Fortessa (BD).

Analisis de la expresion de LRBA

Para evaluar la expresién de la proteina LRBA, las
células se lavaron con PBS a 1800 r. p. m. por 5 min y
se tifieron con los anticuerpos anti-CD45 (clon: 2D1,
e-Bioscience, Waltham, MA) anti-CD19 y anti-CD27
marcados fluorescentemente por 30 min protegidos
de la luz a 4 °C. En el caso de los LB, obteni-
dos mediante enriquecimiento y separacién celular
electromagnética, no fue necesario volver a realizar
esta tincién, ya que las células habian sido marcadas
previamente.

Luego, las células se fijaron y permeabilizaron con
200 pL de la solucién Cytofix/Cytoperm™ (BD)
por 20 min a 4 °C. Después de dos lavados con
200 pL del tampén Perm/Wash™ (1X) (BD), a las
células se les adicionaron 50 puL de una dilucién 1:160
del anticuerpo primario anti-LRBA (HPA 019366,
Sigma-Aldrich) y se incubé por 30 min, protegido
de la luz. Se lavaron nuevamente con el tampén
Perm/Wash 1X y finalmente se realizé la tincién
con 50 pL. de una dilucién 1:3200 del anticuerpo
secundario goat anti-rabbit IgG anti-LRBA marcado
fluorescentemente (Molecular Probes™) por 30 min,
protegido de la luz. La dilucién de los anticuerpos se
realiz6 en Perm/Wash 1X.

Las diluciones de los anticuerpos fueron escogidas
después de realizar una titulacion de ambos, ya que
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en las diluciones recomendadas (anticuerpo primario
1:80 y anticuerpo secundario 1:800) se observaron
uniones inespecificas.

Finalmente, la expresién de la proteina LRBA se
evalué también en el citémetro LSRFortessa™™.

RESULTADOS

La separacion de las subpoblaciones de linfocitos
B logra un 6ptimo enriquecimiento celular

Para esto se emplearon diferentes metodologias que,
a mayor complejidad, se esperaba lograran un ma-
yor enriquecimiento celular, aspecto que siempre se
verificé por citometria de flujo usando anticuerpos
marcados fluorescentemente, dirigidos contra molé-
culas transmembranales, caracteristicamente expre-
sadas por las subpoblaciones de LB objeto de este es-
tudio como CD45, CD19 y CD27 (Antunes, Kaski, y
Dumitriu, 2012; Klein, Rajewsky, y Kiippers, 1998).
Nosotros separamos, en primer lugar, las CMSP
(linfocitos y monocitos) por medio de un gradiente
de densidad sobre Ficoll. En la figura 1A se mues-
tran los datos representativos de los experimentos
en los cuales se discriminaron los LB virgenes y de
memoria a partir de CMSP, presentando a su vez
la estrategia de gating utilizada. En primer lugar,
se discriminaron los leucocitos, de acuerdo con su
tamano (Forward Scatter, FSC) y granularidad (Side
Scatter, SSC), de los eritrocitos, células muertas y
detritos que pueden quedar después de realizar la
separacién. Luego de la exclusion de agregados, usan-
do los pardmetros FSC-A (Forward Scatter Area) y
FSC-H (Forward Scatter Height), se seleccionaron los
leucocitos basados en la expresién de CD45, para
luego separar, en los andlisis, los LB (CD19+). Se-
guidamente, basdndonos en la expresién de CD27,
se discriminaron los LB virgenes (CD19+4/CD27-) y
de memoria (CD19+/CD27+). En los ensayos rea-
lizados con donantes sanos, los LB correspondieron
aproximadamente al 5,9% (4,5-7,1%) del total de
los leucocitos (todos los datos presentados en esta
seccion se refieren a la Mediana (Min-Max)), y los
LB virgenes y de memoria correspondieron al 73,9 %
(67,0-80,0 %) v 26,1 % (19,8-33,0%) del total de los
LB, respectivamente. Esto concuerda con los valores
de referencia en SP humana reportados por Morbach,
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Eichhorn, Liese, y Girschick (2010).

En la figura 1B se observa un ejemplo de los resul-
tados obtenidos usando el céctel de enriquecimiento,
basado en la seleccién negativa (RosetteSep o rose-
tas) de LB (CD19+) en SP. En los doce experimentos
realizados mediante esta técnica, se observé que el
porcentaje de LB en SP humana era aproximada-
mente de 6,2% (3,8-7,8%) del total de leucocitos
antes de emplear el coctel; este valor pasdé a ser
aproximadamente 87,8 % (81,4-97,3 %) del total de
leucocitos luego de utilizar RosetteSep.

Después de obtener los LB totales CD19+, en nue-
ve experimentos se separaron en las subpoblaciones
CD27+ y CD27- mediante separacién electromag-
nética (figura 1C). Los resultados de estas nueve
separaciones electromagnéticas indicaron que el por-
centaje de LB virgenes del total de LB en SP co-
rresponde a 70,6 (60,0-81,7 %) y que el porcentaje de
LB de memoria fue de 29,7 % (18,2-40,0 %), valores
que se asemejan a lo obtenido por la técnica de Fi-
coll. Ademas, utilizando este método de separacién,
obtuvimos rangos de pureza para los LB virgenes de
96,8 % (94,0-97,9%) y para los LB de memoria de
92,8 % (90,9-93,8 %).

Otro dato interesante de estos experimentos es el
rendimiento celular, es decir, la cantidad de células
de la poblacién de interés que es posible obtener por
mL de sangre. Utilizando el gradiente de densidad
de ficoll, el rendimiento en nuestros experimentos
fue de 1,5 x 10° CMSP (1,4-2,0 x 10°), al utilizar
las rosetas fue de 195.312 LB (103.125-315.000) y al
utilizar la separaciéon electromagnética fue de 92.400
para los LB virgenes (34.742-460.000) y para los LB
de memoria fue de 46.900 (14.928-67.524).

Estimulacién e induccion de apoptosis en los lin-
focitos B

Después de asegurar las condiciones éptimas para ob-
tener una adecuada separacién, pureza y rendimiento
celular, y de establecer las estrategias de gating, nues-
tros siguientes experimentos estaban encaminados
en lograr la activacion celular de los LB. Para esto
decidimos emplear como estimulo tri-CD40L e IL-21.
Al usar un trimero de CD40L in vitro se logra la acti-
vaciéon de las LB ya que se facilita el entrecruzamien-

Madrid, Restrepo y Trujillo-Vargas

to de estos receptores, aumentando asi la poblacién
celular (Korniluk, Kemona, y Dymicka-Piekarska,
2014). La IL-21 por su parte, interacciona con un
receptor heterodimerico (IL21R), desempenando un
papel clave en la proliferaciéon y diferenciacion de
los LB previamente estimulados por linfocitos T,
facilitando la formacién de los centros germinales y la
produccién de anticuerpos (Good, Bryant, y Tangye,
2006). Segin estudios previos, el sinergismo entre
CD40L + IL-21 in vitro es potente para inducir una
proliferacién extensa de los LB (Marasco et al, 2017).

En la figura 2 presentamos un ejemplo representativo
de la proliferacién de LB totales en CMSP luego del
estimulo empleado. Después de la seleccién de las
células vivas (AQUAneg), se seleccionaron los LB
(CD19+) y se evalué en ellos el efecto de dilucién
del marcador CFSE debido a la proliferacién. Obser-
vamos un menor nimero de células vivas después del
estimulo, posiblemente debido al fenémeno de muer-
te inducida por activacién que se ha descrito en otros
estudios (Brenner et al, 2007). Las células activadas
también aumentaron su granularidad (observada por
el parametro SSC-A) y en efecto, distribuyeron el
marcador CFSE a las células hijas (figura 2B).

En la tabla 1 se presenta un resumen de los resultados
de todos los experimentos de proliferacion. Estos fue-
ron realizados tanto en CMSP como en LB separados
por rosetas y en LB virgenes obtenidos luego de la
separacién electromagnética. No fue posible evaluar
la proliferacion en LB de memoria purificados debido
a que no se obtuvo la cantidad suficiente para este
ensayo. Es interesante observar que en los LB totales
obtenidos a partir de CMSP, la proliferacién es mayor
que en aquellos LB totales aislados por rosetas, lo
cual sugiere la importancia de células accesorias en
el cultivo para lograr una mayor proliferacién de
LB. También, con las condiciones utilizadas en este
estudio para inducir la proliferacién, se logré un
mayor porcentaje de células en divisiéon en los LB
de memoria, que en los LB virgenes en CMSP.

En estudios previos se registra que la proteina LRBA
juega un papel en la regulacién de la apoptosis (Revel
et al, 2015). Por lo tanto, nuestros siguientes experi-
mentos estuvieron enfocados en inducir apoptosis en
los LB, para asi posteriormente poder evaluar la
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Figura 1. Separacion de linfocitos B por diferentes metodologias. A. Ejemplo representativo de la distri-
bucion de las células mononucleares de sangre periférica de acuerdo con su tamafno (FSC-A) y granularidad
(SSC-A). Luego de la exclusion de agregados mediante el uso de los parametros FSC-A 'y FSC-H, los linfocitos
B se separaron para su analisis por medio de la expresion de CD45 y CD19. Finalmente se analizo la expresion
de CD27 para discriminar los linfocitos B virgenes (CD19+/CD27-) y de memoria (CD19+/CD27+). B. Ejemplo
representativo de los linfocitos B de sangre periférica obtenidos antes (izquierda) y después (derecha) del
enriquecimiento con las rosetas o C. Por separacion electromagnética, para obtener las subpoblaciones de
linfocitos B virgenes (CD27 negativo, izquierda) y de memoria (CD27 positivo, derecha).
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Figura 2. Evaluacion de la proliferacion y apoptosis en los linfocitos B humanos. Ejemplo representativo
en linfocitos B totales. A. Luego de la exclusion de las células muertas (AQUA® positivas) se separaron los
linfocitos B para su analisis por medio de la expresion de CD19. B. Se evalué la proliferacion de las células
mediante el ensayo de dilucion de fluorescencia del CFSE. En gris se presentan las células sin estimulo y en
negro aquellas estimuladas. C. Ejemplo representativo de la apoptosis en linfocitos B virgenes y de memoria
provenientes de CMSP, en condiciones basales y expuestos a la estaurosporina.
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expresion de la proteina LRBA tanto en LB virgenes rosporina que los virgenes. Ademas, se observé que
como de memoria, bajo condiciones de apoptosis. al parecer la separacion electromagnética afecta la
La estaurosporina, producto natural aislado de la viabilidad celular ya que se obtiene un porcentaje
bacteria Streptomyces staurosporeus, es un inhibidor mayor tanto de células apoptéticas como necréticas
no selectivo de la proteina quinasa C que induce en comparacion a cuando las células se obtienen a
apoptosis mediante la via intrinseca o mitocondrial partir de CMSP. Con respecto a la necrosis, estos
(Antonsson y Persson, 2009). resultados confirman el efecto deletéreo de la separa-

cion electromagnética sobre la viabilidad celular de
En la figura 1C se presenta un ejemplo representativo los LB virgenes y de memoria tanto en condiciones
de los ensayos de apoptosis en los LB virgenes y de basales como luego de la exposicidn a estaurosporina.
memoria; en tabla 2 se presenta un resumen de los En el caso de la susceptibilidad celular a la apoptosis,
resultados de todos los experimentos de apoptosis aumentada después de la separacién electromagné-
realizados en nuestro estudio, permitiéndonos asi tica en estas subpoblaciones de LB, podria deberse
comparar el porcentaje de apoptosis neta lograda a un efecto méas directo de la estaurosporina sobre
en LB virgenes y de memoria obtenidas a partir estas células en ausencia de otras células accesorias
de CMSP y por separacién electromagnética. Es presentes en las CMSP o a la ausencia de factores de
interesante observar que los LB de memoria son mas sobrevida que estas células accesorias proporcionan
susceptibles a la apoptosis inducida por la estau- en la suspensién celular.

Tabla 1. Resumen de los ensayos de proliferacion en linfocitos B totales, virgenes y de memoria obtenidos a partir de CMSP,
rosetas y separacion electromagnética.

Técnica de obtencion de linfocitos n Porcentaje de células divididas *
LB 4 33,4 (15,7-55,1)

CMSP LB CD27- 2 7,4 (2,5-12,4)
LB CD27+ 2 24,9 (21,9-27,9)

Rosetas LB 6 15,8 (6,7-18,3)

Separacion electromagnética LB CD27** 2 10,5 (10,4-10,6)

LB: Linfocitos B. n = nimero de experimentos realizados y tabulados.

* En el porcentaje de células en divisién se presenta la Mediana (Min-Max) después de sustraer el porcentaje de células divididas en
condiciones basales.

** Los LB CD27- se obtuvieron por separacion electromagnética de LB enriquecidos por la técnica de rosetas.

Tabla 2. Resumen de los ensayos de apoptosis en linfocitos B virgenes y de memoria obtenidos a partir de CMSP y separacion
electromagnética.

Técnica de obtencion de linfocitos n % apoptoticas * % necroticas **
CMSP LB CD27- 4 19,3 (10,9-31,3) Indet.
LB CD27+ 4 23,7 (20,7-38,5) Indet.
Separacion electromagnética Lé 07 o S50 (12 20 0) EICARIUS)
LB CD27+ 3 36,1 (31,2-47,2) 10,0 (9,8-17,8)

LB: Linfocitos B. n = ntimero de experimentos realizados y tabulados. Indet. = Indetectable

* En el porcentaje de células apoptdéticas se presenta la Mediana (Min-Max) después de sustraer el porcentaje de células apoptédticas
en condiciones basales.

** En el porcentaje de células necréticas se presenta la Mediana (Min-Max) después de sustraer el porcentaje de células necréticas en
condiciones basales.

Células apoptéticas: Células anexina V + y Aqua® negativas.

Células necréticas: Células anexina V+/ Aqua® +
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La proteina LRBA es diferencialmente expresada
en linfocitos B virgenes y de memoria

Loépez et al (2012) demostraron que los pacientes
con deficiencia de LRBA muestran alteraciones en
la inmunidad humoral y tienen un nimero alterado
de las subpoblaciones de LB en SP. Por lo tanto,
inicialmente se evalué si la expresion de LRBA se
modificaba en LB activados (expuestos al tri-CD40L
e IL-21) de adultos sanos. En la figura 3A se muestra
un ejemplo representativo de los experimentos rea-
lizados, en los cuales se observa que los LB de SP
humana de los controles expresan intracelularmente
LRBA sin estar expuestos a ningtin estimulo. Sin
embargo, la intensidad media de fluorescencia (IMF)
de LRBA aproximadamente se duplica en LB expues-
tos al estimulo. En la figura 3B se grafican las IMF
de los tres experimentos realizados, demostrando la
reproducibilidad de este hallazgo.

Posteriormente, decidimos separar los LB virgenes
y de memoria a partir de CMSP para luego activar
los LB como se describié anteriormente y evaluar la
expresiéon de LRBA en ambas subpoblaciones. En la
figura 4A se muestra un ejemplo representativo de
los experimentos realizados, en los cuales observamos
que la IMF de LRBA aumenta tanto en los LB
virgenes y de memoria cuando estos se exponen al tri-
CD40L e IL-21. En la figura 4B estan representados
las IMF de los tres experimentos realizados en los
cuales comprobamos que en todos nuestros experi-
mentos hubo un incremento en la expresién de LRBA
en ambas subpoblaciones cuando son expuestas al
estimulo utilizado.

Aunque en los experimentos anteriores observamos la
regulacién positiva en la expresiéon de LRBA en LB
activados, no se observo una diferencia significativa
en la expresién de este marcador entre LB virgenes
y de memoria. Esto debido principalmente a la fluc-
tuacién en los valores de IMF en los diferentes experi-
mentos y al solapamiento de los datos. Sin embargo,
analizando cada experimento por separado, siempre
se observé una mayor expresién de LRBA (mayor
IMF) en LB de memoria. Para presentar este hallaz-
go, calculamos la razén de la IMF de la expresién
de LRBA en los LB de memoria/LB virgenes; este
indice permite determinar qué tanto més se expresa

Madrid, Restrepo y Trujillo-Vargas

LRBA en LB de memoria con respecto a los virgenes:
valores iguales a 1 indican que la expresién en ambas
subpoblaciones es igual, mayores de 1 indican que
la expresién es mayor en LB de memoria y menores
de 1 que la expresién es mayor en los LB virgenes.
En la figura 4C estan graficados los datos obtenidos
de los experimentos realizados en CMSP. Se observé
que cuando las CMSP no son expuestas al estimulo
sino Unicamente incubadas por cinco dias en medio
RPMI completo, los LB de memoria siempre presen-
taron una mayor expresiéon de LRBA en comparacion
con los LB virgenes. Sin embargo, tras el estimulo,
aunque la expresiéon de LRBA sigue siendo mayor
en los LB de memoria, esta razén se acerca mas
a 1. De manera interesante, cuando esto mismo se
evalia en LB obtenidos mediante separacién celular
electromagnética, estas diferencias no se conservan,
aunque la mayoria de las veces se observé una mayor
expresién de LRBA en LB de memoria.

Para confirmar estos hallazgos, decidimos entonces
evaluar la expresiéon de LRBA en LB en condiciones
basales (exr vivo) ya sea en CMSP o después de
la separacion electromagnética. En la figura 4D se
observa que en condiciones basales en CMSP, los LB
de memoria siempre tienen una mayor expresion de
LRBA que los virgenes y de nuevo, esta diferencia no
se conserva cuando los LB son separados electromag-
néticamente.

Después de conocer que el estimulo tri-CD40L e
IL-21 aumentd la expresion de la proteina LRBA
tanto en los LB virgenes y de memoria, decidimos
evaluar en cudl de las dos subpoblaciones de LB el
estimulo utilizado tenia un mayor efecto en modular
positivamente esta proteina intracelular. Para esto,
calculamos la razén de la IMF de la expresién de LR-
BA en los LB con estimulo/IMF en LB sin estimulo.
Asi determinamos el incremento en la expresién de
LRBA en las células con estimulo comparadas con
las no estimuladas en ambas subpoblaciones de LB.
De la misma manera que explicamos anteriormente,
valores iguales a 1 indican que la expresién es igual
tanto en las células expuestas al estimulo como sin
este; valores mayores a 1 indican que la expresiéon es
mayor en células expuestas al estimulo y menores a 1
indican que es mayor en células sin estimulo. Aunque
ya habiamos mostrado anteriormente que la
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Figura 3. Expresion de LRBA en linfocitos B totales de sangre periférica estimulados con el trimero
CD40L e IL-21 recombinantes. A. Ejemplo representativo de la expresion de LRBA en linfocitos B totales
de sangre periférica obtenidos mediante el coctel de enriquecimiento e incubados por cinco dias sin o con el
trimero CD40L e IL-21. El histograma solo delineado corresponde al resultado de la tincion Unicamente con
el anticuerpo secundario (control negativo), el gris a los linfocitos B no expuestos al estimulo y el negro a
aquellos estimulados. Los nimeros en la parte superior derecha de cada grafica corresponden a la intensidad
media de fluorescencia (IMF) de LRBA. B. IMF de LRBA en los tres experimentos realizados.
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Figura 4. Expresion de LRBA linfocitos B virgenes y de memoria obtenidas a partir de células mono-
nucleares de sangre periférica, estimulados con el trimero CD40L e IL-21. A. Ejemplo representativo
de la expresion de LRBA en linfocitos B virgenes (CD27neg) y de memoria (CD27+) obtenidos a partir de
células mononucleares de sangre periférica incubadas por 5 dias en ausencia o presencia del trimero CD40L
e IL-21. El histograma solo delineado corresponde a la tincion Unicamente con el anticuerpo secundario,
los histogramas grises representan los resultados en linfocitos B no expuestos al estimulo y los histogramas
negros en aquellos activados. B. Intensidad media de fluorescencia de los resultados obtenidos en los tres
experimentos realizados. C. Razon de la intensidad media de fluorescencia de LRBA en linfocitos B de
memoria/linfocitos B virgenes en ausencia (sin estimulo) o presencia (con estimulo) del trimero CD40L e IL-
21 por cinco dias, ya sea en linfocitos B a partir de células mononucleares de sangre periférica o purificados
por separacion electromagnética. D. Razdn de la intensidad media de fluorescencia de LRBA en linfocitos
B de memoria/linfocitos B virgenes en condiciones basales (ex vivo), ya sea en linfocitos B a partir de
células mononucleares de sangre periférica o purificados por separacion electromagnética. E. Razon de la
intensidad media de fluorescencia de LRBA en linfocitos B virgenes (CD27-) y de memoria (CD27+) expuestos
al estimulo/aquellos sin el estimulo por cinco dias, ya sea en linfocitos B a partir de células mononucleares
de sangre periférica o purificados por separacion electromagnética. Los resultados de cada experimento se
encuentran unidos por una linea. La linea punteada indica igual expresion de LRBA en ambas subpoblaciones
de LB.
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expresion de LRBA es mayor en LB de memoria
provenientes de CMSP, en la figura 4E se observa que
el tri-CD40L e IL-21 tiene un mayor impacto en el
aumento de la expresiéon de LRBA en los LB virgenes
(CD27 neg) provenientes de CMSP. Sin embargo,
cuando los LB son purificados mediante separacién
electromagnética, estas diferencias no se conservan.

La induccion de apoptosis en Linfocitos B dismi-
nuye la expresion de LRBA, aunque se sigue ob-
servando una mayor expresion de esta proteina
en LB de memoria

En la figura 5A se muestra un ejemplo representa-
tivo de los tres experimentos realizados induciendo
apoptosis en los LB, en los cuales observamos que
la IMF de la proteina LRBA disminuye tanto en los
LB virgenes como de memoria cuando estas células
se exponen a estaurosporina. En la figura 5B se
grafican las IMF de todos los experimentos realiza-
dos que confirman que hubo una disminucién en la
expresiéon de LRBA en ambas subpoblaciones de LB
bajo las condiciones de apoptosis establecidas. Para
confirmar que este hallazgo se conserva en todos los
experimentos realizados, en la figura 5C graficamos
nuevamente los datos de la razon de la IMF de los
LB expuestos a estaurosporina/IMF de los LB no
expuestos. En esta figura es posible observar que en
LB virgenes y de memoria obtenidos tanto a partir
de CMSP como por separacién celular electromag-
nética, la expresiéon de LRBA siempre se modula
negativamente (Razén< 1) cuando las células son
expuestas a estaurosporina. Luego evaluamos si ha-
bia una diferencia en la expresién de LRBA entre LB
virgenes y de memoria bajo condiciones de apoptosis;
para esto calculamos la razéon de la IMF de la expre-
sion de LRBA en los LB de memoria/LB virgenes
analizando cada experimento por separado. En la
figura de la izquierda de la figura 5D se presentan
los datos obtenidos de los experimentos realizados
en CMSP. Se observa que los LB de memoria siem-
pre presentaron una mayor expresién de la proteina
LRBA en comparacién con los LB virgenes tanto en
las células no expuestas al inductor como en aquellas
expuestas a estaurosporina; sin embargo, cuando
los LB son obtenidos mediante separacion celular
electromagnética estas diferencias no se observan.
Entonces, confirmamos que hay una mayor expresion

Actualidades

Actual. Biol. 42(112): 1-16, 2020 | DOI:10.17533/udea.acbi.v42n112a05

de LRBA en LB de memoria tanto en ausencia como
en presencia de la estaurosporina, en presencia de
células accesorias (es decir, en CMSP totales), mds
no en células purificadas. Ademads, la expresion de
LRBA disminuye tras la exposicién a estaurosporina.

DISCUSION

El objetivo del presente estudio fue evaluar la ex-
presiéon de LRBA tanto en los LB virgenes como de
memoria de sangre periférica humana bajo diferentes
condiciones. Inicialmente confirmamos que la expre-
sion de LRBA aumenta en LB estimulados con un
trimero de CD40L+IL-21 y disminuye en aquellos
sometidos a apoptosis inducida por estaurosporina,
tal como se habia reportado previamente (Gamez-
Diaz et al, 2018). En general, la expresién de esta
proteina intracelular es mayor en los LB de memoria
que en los virgenes (tanto ex vivo, como sometidos a
estimulacién o apoptosis). Sin embargo, la intensidad
de esta diferencia depende de si estas células se
analizan directamente de CMSP o si son separadas
electromagnéticamente. También observamos que el
impacto del cambio en la expresion de LRBA en las
células estimuladas es mayor en LB virgenes. Estos
resultados apoyan estudios previos que sugieren la
importancia de LRBA para el desarrollo de la memo-
ria inmunolégica humoral (Revel et al, 2015).

Para separar LB virgenes y de memoria nosotros
usamos el CD27, que en el caso de los LB es inducido
después de exposicién antigénica especifica (Korniluk
et al, 2014). El CD27 ha sido ampliamente utilizado
para distinguir los LB entre virgenes y de memoria
tanto en trabajos experimentales como en el contexto
clinico (Vélez et al, 2015). Sin embargo, Fecteau,
Roy, y Néron, (2009) observaron que la expresién
de CD27 disminuye en los primeros dias luego de
la estimulacién con CD40L+I1L-4 y a partir del dia
noveno se restaura, sugiriendo asi que se modula
luego de la activacién de los LB. También se ha
descrito una poblacién menor de LB de memoria IgG
positivas sin la expresién de CD27 (10-20 %) (Tang-
ye, y Good, 2007). Estos estudios demuestran que el
uso de CD27 como tinico marcador para diferenciar
los LB virgenes y de memoria posee limitaciones.
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Figura 5. Expresion de LRBA linfocitos B virgenes y de memoria obtenidas a partir de células mono-
nucleares de sangre periférica expuestos a estaurosporina. A. Ejemplo representativo de la expresion
de LRBA en linfocitos B virgenes y de memoria obtenidos a partir de CMSP incubadas por 6 h en ausencia
o presencia de estaurosporina. El histograma solo delineado corresponde a la tincién Unicamente con el
anticuerpo secundario, los histogramas grises representan los resultados en linfocitos B no expuestos a
estaurosporina y los histogramas negros en aquellos expuestos a estaurosporina B. Intensidad media de
fluorescencia de los resultados obtenidos en los tres experimentos realizados. C. Razon de la intensidad
media de fluorescencia de LRBA en linfocitos B ya sea virgenes (CD27neg) como de memoria (CD27+)
expuestos al inductor de apoptosis/aquellos sin el inductor por 6 h, ya sea en linfocitos B a partir de
células mononucleares de sangre periférica o purificados por separacion electromagnética. D. Razén de
la intensidad media de fluorescencia de LRBA en linfocitos B de memoria/linfocitos B virgenes en ausencia
(sin inductor) o presencia (con inductor) de la estaurosporina por 6 h, ya sea en linfocitos B a partir de
células mononucleares de sangre periférica o purificados por separacion electromagnética. Los resultados
de cada experimento se encuentran unidos por una linea. La linea punteada indica igual expresion de LRBA
en ambas subpoblaciones de linfocitos B.
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La mejor estrategia para caracterizar la memoria
inmunolégica en los LB de SP es la deteccion de
hipermutacién somaética en la region variable de los
genes de las inmunoglobulinas; sin embargo, esta
metodologia, ademéas de ser dispendiosa y costosa,
no permite la separacién de las subpoblaciones para
su posterior manipulaciéon y andlisis. Otra opcién
més viable para la discriminacién de LB virgenes
y de memoria seria el uso adicional de marcadores
como IgG, IgD e IgM junto con CD27 como en el
estudio realizado por Pozo-Beltrén et al (2019). Sin
embargo, la separacién en subgrupos celulares de LB
reduciria aiin mas el nimero de células disponibles
para posteriores andlisis por citometria.

Lopez et al (2012) demostraron que la proliferacién
de los LB en pacientes deficientes de LRBA se afecta
en respuesta a la estimulacién mitogénica lo que
sugiere un papel de esta proteina en este proceso.
En el presente trabajo utilizamos el tri-CD40L e
IL-21 para estimular los LB, debido a que, bajo
nuestras condiciones experimentales, ha mostrado
resultados satisfactorios (Erazo-Borras et al, 2017).
En el presente trabajo se encontré que la expresién
intracelular de LRBA con este estimulo se modula
positivamente. De igual manera, en un estudio reali-
zado por Gamez-Diaz et al (2018) evidenciaron que
las CMSP estimuladas con fitohemaglutinina (PHA)
aumentaban la expresién de la proteina LRBA en
especial los LB.

En relacién con la expresién intracelular de LRBA
bajo condiciones de apoptosis, en nuestro estudio
observamos que cuando los LB virgenes y de memoria
eran expuestos a estaurosporina, la expresién de LR-
BA se modulaba negativamente. Adicionalmente, en
este estudio también observamos que la expresién de
LRBA es mayor en los LB de memoria cuando estos
se exponen a estaurosporina. Esto sugiere que se
requiere de la participacién y “gasto” de esta proteina
en la supervivencia celular, como lo observaron Wang
et al (2004), en un estudio realizado con células
tumorales expuestas a estaurosporina y silenciando
LRBA, en el cual se demostré que la ausencia de
LRBA aumentaba la apoptosis en estas células. Pu-
diera ser también que si LRBA esta implicada en
la regulacién de la apoptosis su expresiéon se vea
reducida en estas condiciones por citometria de flujo
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posiblemente por la agregaciéon y translocacién de
esta proteina al sistema de endomembranas, como lo
observo previamente Wang, Howson, Haller, y Kerr
(2001), al estimular lineas celulares de macréfagos
con LPS y demostrar que habia un cambio en el
patrén de tincién vesicular después de la estimula-
cion. Consideramos que se requiere de estudios com-
plementarios que evaltien de manera cinética estas
subpoblaciones en cultivo para aproximarnos aun
més al papel de LRBA en la apoptosis celular de
los LB y correlacionando la citometria de flujo, por
ejemplo, con técnicas de microscopia de confocal o
PCR en tiempo real durante la exposicion a diferen-
tes inductores de apoptosis.

Finalmente, nuestro hallazgo méas importante fue la
mayor expresiéon de LRBA in vitro en los LB de
memoria de controles sanos bajo cualquiera de las
condiciones utilizadas. Esta mayor expresion de LR-
BA en los LB de memoria podria explicar por qué los
LB de los pacientes con deficiencia en esta proteina
presentan defectos en la producciéon de inmunoglo-
bulinas, en la diferenciacién a plasmablastos, en la
proliferacion y en la supervivencia celular, funciones
que tienen mayor relevancia en los LB de memoria.
Lo et al (2015) identificaron que la deficiencia de
LRBA causa una pérdida secundaria de CTLA-4
(Cytotozic T-Lymphocyte Associated Protein 4) en
los linfocitos T humanos activados, al afectar el
trafico intracelular de esta proteina, causando asi una
alteracién en la homeostasis inmune de los linfocitos
T, lo que favorece el fenotipo de autoinmunidad
en los pacientes deficientes de LRBA. Otro estudio
previo demostré que mutantes dominantes negativas
para LRBA disminuyen la expresién y la fosforilacion
de EGFR (Epidermal growth factor receptor) (Wang
et al, 2004). La expresion del EGFR en la super-
ficie celular conduce al reclutamiento de proteinas
que activan las vias de senalizacién necesarias para
la proliferacién, diferenciacién, crecimiento celular,
migracién e inhibicién de la apoptosis de varios tipos
de células, entre ellas los LB (Sigismund et al, 2008;
Sorkin y Goh, 2008). Estos hallazgos sugieren que
LRBA podria estar implicada en el tréfico vesicular
o en la expresién extracelular de otras moléculas y/o
receptores en los LB de memoria, dependientes del
trafico intracelular, esenciales para la proliferacion,
maduracién y/o supervivencia de esta subpoblacién
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celular.

En resumen, nuestros hallazgos apoyan la importan-
cia de la proteina LRBA en la maduracién y funcién
principalmente de los LB de memoria activados.
Estos hallazgos deben ser confirmados por medio de
otras aproximaciones experimentales, por ejemplo,
por medio de PCR en tiempo real o microscopia de
fluorescencia. También es necesario evaluar cinética-
mente la expresién de LRBA en estas subpoblaciones
celulares de LB in vitro para dilucidar si los efectos
de esta proteina se producen de manera temprana
o tardia después de la activacion. Finalmente, el
silenciamiento de esta proteina en LB de memoria
permitiria evaluar cudl de las funciones de estas
células (proliferacién, presentacién antigénica, pro-
duccién de anticuerpos, diferenciacién) se ve mayor-
mente afectada, por ejemplo, utilizando citometria
de masas.
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