REV COLOMB REUMATOL. 2013;20(4):218-227

Revista Colombiana de

REUMATOLOGIA

www.elsevier.es/rcreuma

Investigacion original

Subpoblaciones de linfocitos B y su expresion de CD1d
en pacientes con lupus eritematoso sistémico

Claudia Carolina Sanchez Parra®, Mauricio Rojas Lépez?, Lina M. Yassin?
y Gloria Maria Vasquez Duque®©
aGrupo de Inmunologia Celular e Inmunogenética (GICIG), Facultad de Medicina, Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia

bGrupo de Ciencias Basicas Facultad de Medicina, CES, Medellin, Colombia
¢Grupo de Reumatologia Universidad de Antioquia (GRUA), Facultad de Medicina, Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia

INFORMACION DEL ARTICULO RESUMEN

Historia del articulo: Introduccién: Los linfocitos B (LB) se consideran el centro de la desregulacién inmune en

Recibido el 8 de octubre de 2013 pacientes con lupus eritematoso sistémico (LES), principalmente, por su produccién

Aceptado el 27 de enero de 2014 de autoanticuerpos. Recientemente, se demostrd la existencia de LB, incluidos en los B
transicionales, con capacidad reguladora (Breg) y fenotipo CD19+*CD24hCD38h, En humanos

Palabras clave: se demostré la importancia de CD80 y CD86 en su funcién reguladora. El papel de CD1d atin

B reguladoras no ha sido evaluado.

Lupus eritematoso sistémico Objetivo: Evaluar la frecuencia de LB maduros, memoria y transicionales, en controles y

CD1d pacientes con LES, ademds de la expresién de CD1d y correlacionarla con la actividad de la

enfermedad medida por SLEDAI (Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index).
Materiales y métodos: Se evalud por citometria de flujo la frecuencia de subpoblaciones de
LB basados en la expresién de CD19, CD24 y CD38, ademds de CD1d, en controles con otras
enfermedades autoinmunes (OEA), individuos sanos y pacientes con LES, y se correlacioné
con SLEDAL
Resultados: Se evidencié una disminucién significativa en el porcentaje de LB de memoria
en pacientes LES y OEA, sin alteraciones en las subpoblaciones de LB maduros y
transicionales. La expresiéon de CD1d no evidencié diferencias significativas en ninguna de
las subpoblaciones ni se correlacioné con SLEDAL
Conclusién: La disminucién de la subpoblacién de memoria fue previamente descrita en
LES y se ha asociado a algunos tipos de tratamiento. Aunque CD1d se ha asociado a la
funcién de Breg en murinos, no hubo diferencias significativas en su expresién en las
subpoblaciones y queda por clarificar su papel en la funcién de las Breg humanas.

© 2013 Asociacién Colombiana de Reumatologia. Publicado por Elsevier Espana, S.L.

Todos los derechos reservados.

*Autor para correspondencia.
Correos electrénicos: c.csanchezp@gmail.com (C.C. Sanchez Parra); mrojaslop@hotmail.com (M. Rojas Lopez);
yascatorce@yahoo.com (L.M. Yassin); glomavas@gmail.com (G.M. Vasquez Duque).

0121-8123/$ - see front matter © 2013 Asociacién Colombiana de Reumatologia. Publicado por Elsevier Espafia, S.L. Todos los derechos reservados.



REV COLOMB REUMATOL. 2013;20(4):218-227 219

Keywords:

Bregs

Systemic lupus erythematosus
CD1d

B cell subsets and their expression of CD1d in patients with systemic
lupus erythematosus

ABSTRACT

Introduction: B lymphocytes are considered the center of immune dysregulation in Systemic
Lupus Erythematosus (SLE). It has recently been demonstrated that there is a B cell with
regulatory capacities (Breg) included in transitional B lymphocytes with the phenotype
CD19*CD24hCD38M, The importance of CD80 and CD86 in the regulatory function of the
Bregs has been demonstrated in humans, but the role of CD1d has not been evaluated.
Objective: To evaluate the frequency of mature, memory and transitional B cells in SLE
patients and controls, the expression of CD1d among these cells, and its correlation with
the activity of the disease measured using the Systemic Lupus Erythematosus Disease
Activity Index (SLEDAI).

Materials and methods: The frequency of the B cell subsets was evaluated by flow cytometry
based on the expression of CD19, CD24 and CD38, as well as CD1d in these cells in SLE
patients and controls, and were correlated with the activity of the disease measured using
the SLEDAI

Results: A significant reduction in the percentage of memory B cells was observed in SLE
patients and other autoimmune conditions, with no changes in the mature or transitional
B cell subsets. Similarly, no significant differences were observed in the expression of CD1d
in any of the subsets, nor was there any correlation with the SLEDAI

Conclusion: The reduction of the memory subset has been previously described in SLE,
and has been associated with some types of treatment. The expression of CD1d in all the
subsets was observed, but its role in the regulatory function of the CD19*CD24hCD38M cells

is still not clear.

© 2013 Asociacién Colombiana de Reumatologia. Published by Elsevier Espana, S.L.

All rights reserved.

Introduccién

Tipicamente, las células B han sido descritas como elementos
fundamentales en la patogénesis de muchas enfermedades
autoinmunes, como el Lupus Eritematoso Sistémico (LES), debido
a la produccién de autoanticuerpos dirigidos contra diferentes
antigenos solubles y celulares, observandose una correlacién
positiva entre el nimero de células productoras de autoanti-
cuerpos y la actividad de la enfermedad!. Recientemente, se
ha reportado la presencia de células B reguladoras (Breg); en
diferentes modelos de enfermedades autoinmunes tales como
colitis autoinmune?, inflamacién intestinal crénica3, encefalitis
autoinmune* y artritis inducida por colageno.

El papel de las Breg ha sido estudiado, principalmente, en
modelos murinos como el NZB/W, en el cual se describié la
presencia de células B IL-10*CD19*CD5*CD1d", denominadas
B10, las cuales poseen actividad inhibitoria de la inflamacién®’.
Ratones NZB/W deficientes de células B (CD197), presentan
una glomerulonefritis mas severa, acompafiada de un incre-
mento en la tasa de mortalidad y ausencia de la subpoblacién
reguladora B10 CD1dMCD5* respecto a ratones silvestres NZB/W
CD19%*, los cuales aumentan el nimero de células B10 durante
el transcurso de la enfermedad. Estos hallazgos pudieran expli-
carse por la presencia de células B10 en los ratones tipo silvestre
NZB/W CD19*%+ comparados con los ratones CD197/-8.

Ademas de las células B10, se ha descrito que la subpobla-
cién de células B transicionales precursoras de zona marginal

(T2-MZP), contienen por lo menos un subgrupo de células B con
capacidad reguladora. La transferencia adoptiva de células B
T2-MZP previamente estimuladas con agonista de CD40 a rato-
nes MRL/Ipr con lupus, indujo una remisién de los sintomas
clinicos, disminucién de la actividad de la enfermedad y del
dafio renal®, lo cual sugiere que estas células T2-MZP presentan
una actividad reguladora la cual depende de la molécula CD40.

Dado que las células transicionales CD19+*CD24hiCD38hi se
han descrito como los andlogos en sangre periférica de las célu-
las T2 en humanos!®!, se ha sugerido que esta subpoblacién
de células B pudiera contener a las células B reguladoras. Un
estudio realizado en pacientes con LES, demostr6 la presencia
de un subgrupo de células B CD19*CD24MCD38M que adquiria
capacidad reguladora luego de la estimulacién por CD40, supri-
miendo la diferenciacién de las células T efectoras CD4* hacia
una respuesta Thl, mediante un mecanismo dependiente de
IL-10. Ademas, se observd que la frecuencia de estas células en
sangre periférica de pacientes con LES estaba aumentada pero
estas fueron refractarias a la estimulacién por CD40 produ-
ciendo menos IL-10, lo cual reducia su capacidad reguladora??.

Ademas de la importancia del CD40, en la funcién regula-
dora ejercida por las células CD19*CD24MCD38, se ha descrito
la participacién de moléculas coestimuladoras como CD80 y
CD861213,

Paralelamente, en un modelo murino de enfermedad
intestinal crénica, se describié la importancia de la molécula
CD1d en la funcién reguladora de las células B, ya que se pudo
evidenciar que la transferencia de células B deficientes de
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CD1d permitié la progresién de la enfermedad, contrario a lo
observado luego de la transferencia de células B tipo silvestre,
evidenciando la existencia de una subpoblacién de células B
localizada en el tejido linfoide asociado al intestino, la cual,
bajo un ambiente inflamatorio, se caracteriza por la regula-
cién positiva de CD1d, ademaés de la produccién de IL-10 con
capacidad de suprimir la inflamacién, por medio de la regu-
lacién negativa de la cascada de sefializacién de la IL-1y la
activacién del factor de transcripcién STAT33.

Otros estudios también han demostrado la importancia de
moléculas como CD1d o CD19 en la accién reguladora ejercida
por las células B. Deficiencias en la expresién de estas molécu-
las, provocan una reduccién significativa de la subpoblaciéon
de células B productoras de IL-10, lo cual sugiere que CD1d y
CD19 son de gran importancia para el desarrollo de LB y para
su funcién reguladora medida por la produccién de IL-106.

La regulacién mediada por CD1d podria explicarse por una
interaccién de las células que la expresan con las iNKT, subtipo
de células NK con aparente capacidad reguladora, como se ha
demostrado en algunos modelos de enfermedades autoinmu-
nes'®. Se conoce también que la porcién intracelular de CD1d
estd asociada a la cascada de senalizacién de la IL-1075.

Por ende, es necesario caracterizar no solo las subpoblacio-
nes de células Breg presentes en pacientes con LES, sino tam-
bién evaluar la expresién de marcadores como el CD1d en las
células B reguladoras, lo cual ayudaria a explicar las alteracio-
nes funcionales previamente descritas en esta subpoblacién
de células en pacientes con LES y si estas son explicables por
diferencias en las frecuencias de las subpoblaciones de célu-
las B o por la expresién diferencial de CD1d como molécula
moduladora de la funcién de las Breg, lo que a su vez podria
derivar en nuevos blancos terapéuticos.

Materiales y métodos
Pacientes y controles

Se llevé a cabo, entonces, un estudio de tipo cuasi experi-
mental de corte transversal, en el cual el tamafno muestral
se decidié a conveniencia. Se incluy6 un grupo de 21 pacien-
tes diagnosticados con LES de acuerdo con los criterios del
Colegio Americano de Reumatologia (ACR)' y se clasificaron

de acuerdo al indice de actividad de la enfermedad, en activi-
dad severa (>4) y moderada o baja (<4) de acuerdo con la cali-
ficaciéon dada por el SLEDAI (Systemic Lupus Erythematosus
Disease Activity Index)?.

Ademas, se incluyé un grupo de controles sanos (n=15) y un
grupo de sujetos con otras enfermedades autoinmunes (OEA)
diferentes a LES (n=13), tales como esclerosis sistémica®, artri-
tis reumatoide3, artritis psoriésical, sindrome de Sjégren?,
poliangeitis granulomatosa® y sarcoidosis?, los cuales reci-
bian tratamiento inmunosupresor similar al de los pacientes
con LES, incluyendo esteroides a dosis varias, metotrexate,
cilofosfamida y micofenolato por diferentes tiempos, con una
mediana de 45 meses de tratamiento inmunosupresor (rango
intercuartilico de 1 a 216). Se excluyeron aquellos pacientes
o controles que presentaban infecciones al momento de la
toma de la muestra y pacientes que presentaban inmuno-
deficiencias primarias o secundarias, o aquellos sujetos que
no firmaran el consentimiento informado.

Tanto los pacientes con LES como los OEA fueron reclu-
tados en el Servicio de Reumatologia de la Universidad de
Antioquia en el Hospital San Vicente Fundacién (tabla 1).

Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica
y tincién extracelular

Para la obtencién de las células mononucleares de san-
gre periférica (PBMC) se les realiz6 venopuncién a pacien-
tes y controles para obtener aproximadamente 8 mililitros
de sangre periférica, la cual fue anticoagulada con EDTA.
Posteriormente, la muestra se diluyé en una proporcién 1:1 en
buffer salino fosfatado (PBS) 1X y se llevé a cabo una separa-
cién por gradiente de densidad con Ficoll Histopaque 1077
(Sigma), mediante centrifugacién por 30 minutos a 800 x g
y se realizaron los respectivos lavados y la evaluacién de la
viabilidad celular con azul de tripano al 0.1%.

Para la tincién extracelular se tomaron 0.5x10% PBMC y
se resuspendieron en 50 uL de una solucién de PBS 1X, 4%
suero bovino fetal inactivado (SBFi) y 0.01% de azida de sodio
(buffer de bloqueo), por 10 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, se agregé una solucién de anticuerpos
anti-CD19-Pacific blue (2,5 pl) (Clona HIB19), anti-CD24-FITC
(2,5 pl) (Clona ML5), anti-CD38-PerCP (5 pl) (Clona HIT2) y

Tabla 1 - Datos clinicos y demograficos de pacientes con LES, controles OEA e individuos sanos

Pacientes con LES

Controles OEA Individuos sanos

Numero 21
Edad (mediana [RI])
29 (RI: 24,50-42)

13 15

44 (RT: 31-54,50) 27 (RI: 24-32)

Sexo F: 20 F: 12 F: 14
M:1 M:1 M:1
Tratamiento Prednisona, cloroquina, micofenolato Prednisona, metilprednisolona, -
de mofetilo, ciclofosfamida, cloroquina,

metilprednisolona, azatioprina

SLEDAI (media [desviacién estandar]) 10 (2-18,50)

betametasona de uso nasal

F: femenino; M: masculino.
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anti-CD1d-PE (Clona 51.1) o su control isotipico (2,5 pl) (Clona
MG2v-57) (Biolegend Roselle Street, San Diego), y se incubd
por 25 minutos a 4°C en oscuridad. Las células fueron fijadas
con 2% de paraformaldehido (PFA) durante 20 minutos a 4°C
y basados en su marcaje se determinaron 3 subpoblaciones
de linfocitos B (LB) por citometria de flujo: células B madu-
ras (CD19+*CD24intCD38int), de memoria (CD19+*CD24MCD38-) y
transicionales 2 (CD19*CD24hCD38M) e igualmente se evalué
la expresién de CD1d en estas subpoblaciones. La lectura de
las células se realizd en un citémetro de flujo Facs Canto II
(BD Biosciences, San Diego CA).

Anadlisis estadistico

Se utilizaron pruebas no paramétricas, por lo cual se mues-
tran los datos en medianas y rango intercuartilico (RI).
Sin embargo, se realiz6 prueba de normalidad de los datos
(D’Agostino & Pearson).

Para comparar el porcentaje de las diferentes subpobla-
ciones de células B y el porcentaje de las células positivas
para CD1d, asi como las diferencias en la expresién de CD1d
entre las subpoblaciones celulares de pacientes y controles,
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se utiliz6 la prueba de Kruskal Wallis y el pos-test de Dunn’s.
Para correlacionar la expresién de CD1d y el porcentaje de las
diferentes subpoblaciones con la actividad de la enfermedad
(SLEDAI), se utilizé la correlacién de Spearman.

Los datos de las citometrias se analizaron con el programa
FLOWJO 7.6.1. Tree Star y los anélisis estadisticos se realizaron
con el programa Prisma (GraphPad Versién 5.00, La Jolla, EE.UU.).

Resultados

Fenotipificacion de las diferentes subpoblaciones
de linfocitos B (LB)

Para evaluar la frecuencia de las subpoblaciones de LB de
pacientes y controles, se realiz6 un andlisis partiendo de las
células positivas para CD19 y dentro de la regién CD19%,
basados en la expresién diferencial de CD24 y CD38 se
definieron las células B maduras (CD19+*CD24irtCD38int),
de memoria (CD19+CD24hCD38!°%) y transicionales 2 (T2)
(CD19+CD24hicD38Mh) (fig. 1).

Inicialmente, se evalu6 el porcentaje de LB CD19* en
pacientes y controles. No se observaron diferencias estadisti-
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Figura 1 - Estrategia de anilisis de subpoblaciones de linfocitos B por citometria de flujo. El anélisis de las subpoblaciones
se inicié con una exclusién de agregados con los parametros de drea y altura (A), seguido de la determinacién de la region
de linfocitos por tamaiio y granularidad (B) y evaluando asi, dentro de esta regién, el porcentaje de células CD19* (C) y
dentro de esta regién se evalué la expresiéon de CD38 y CD24 para determinar asi la subpoblacién de células B maduras
(CD19+CD24intCD38i"), de memoria (CD19*CD24hCD38!°%) y las T2 (CD19+CD24hicD38hi) (D).
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Figura 2 - Porcentaje de células CD19* en pacientes
con LES, controles con OEA y controles sanos.

camente significativas en el porcentaje de células CD19* entre
pacientes con LES (mediana: 7.54%, RI: 5.24-12.60), contro-
les con OEA (5.62%, RI: 3.8-9.6) y controles sanos (6.57%, RI:
3.02-8.88) (fig. 2).

El anélisis de las subpoblaciones de linfocitos B evidencié
una disminucién en el porcentaje de células de memoria en
pacientes con LES (Mediana: 12.90%, rango intercuartilico
(RI): 9.17-17.90), comparado con controles OEA (13.10%, RI:
9.16-19.55) y controles sanos (23.6%, RI: 18.20-29.0) (p=0.0016)
(fig. 3A). No se observaron diferencias significativas en el por-
centaje de células B maduras entre controles sanos (44%; RI:
40.10-48.20), pacientes con LES (46.40%,; RI: 41.70-58.40) y con-
troles OEA (41.20%; RI: 29.35-53.05) (fig. 3B). De igual forma, el
porcentaje de células B transicionales 2 no difirié entre con-
troles sanos (6.09%; RI: 4.10-9.95), pacientes con LES (6.49%;
RI: 3.50-9.70) y controles OEA (7.69%; RI: 6.74-16.15) (fig. 3C).

Expresion de CD1d en las diferentes subpoblaciones de LB

Debido que CD1d ha sido previamente descrito en algunos
modelos murinos de autoinmunidad como un marcador
fenotipico de las Breg, con papel en la accién reguladora
mediada por estas células®1819, Se evalué el porcentaje de
células CD1d" en las tres subpoblaciones de LB evaluadas
y su expresién medida como intensidad media de fluores-
cencia (IMF).

No se observaron diferencias significativas en el porcen-
taje de LB CD1d" maduros entre pacientes con LES (72.2%, RI:
41.5-87.7), controles con OEA (87.3%, RI: 78.6-85.7) y controles
sanos (76.6%, RI: 69.8-84.5) (fig. 4A). El porcentaje de LB de
memoria CD1d* tampoco mostré diferencias entre pacien-
tes con LES, controles con OEA y controles sanos (76.9%, RI:
55.7-85.7; 76.1%, RI: 58.4-87.6; 79.9%, RI: 66.7-87.1, respectiva-
mente) (fig. 4B). Asimismo, en el porcentaje de LB transiciona-
les 2 CD1d" no se encontraron diferencias significativas entre
pacientes con LES, controles con OEA y controles sanos (87.2%,
RI: 58.4-91.3; 81.7%, RI: 77.2-95.6; 68.9%, RI: 54.2-85.5, respecti-
vamente) (fig. 4C).

Aunque, al igual de como se habia descrito previamente,
las células B transicionales CD24PMCD38M! tienen una mayor
expresién de CD1d, en este estudio se evidencié un aumento
significativo en la expresién de esta molécula en la subpo-
blacién CD24hCD38M en los pacientes LES y OEA evaluados?©
(fig. 5D-F). Sin embargo, no se observaron diferencias en la
IMF de CD1d en los LB maduros entre los pacientes con LES,
OEA y controles sanos (IMF LES: 819, RI: 582-1184; IMF OEA:
898, RI: 707-1036; IMF Control Sano: 710, RI: 640-911, respecti-
vamente) (fig. 6A), ni en los LB de memoria de pacientes con
LES (IMF: 1026, RI: 748-1336), controles con OEA (IMF: 935, RIL:
738-1075) y controles sanos (IMF: 1002, RI: 837-1140) (fig. 6B).
De igual forma en la IMF de CD1d de los LB transicionales
2 de pacientes con LES (IMF: 1455, RI: 1010-2046), controles con
OEA (IMF: 1394, RI: 1063-2839) y controles sanos (IMF: 994, RI:
648-1601) (fig. 6C).
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Figura 3 - Distribucién de subpoblaciones de células B en pacientes y controles. Porcentaje de células B de memoria
(CD24hiCd38'°%/-) (A), maduras (CD24"CD38i") (B) transicionales (CD24"CD38M) (C) en pacientes con LES (n=21), controles
OEA (n=13) y controles sanos (n=15). Estos datos fueron analizados por medio de la prueba de Kruskal-Wallis y el post-test
de Dunn’s. Se presentan medianas y rangos intercuartilicos (RI) (** P< 0.01).



REV COLOMB REUMATOL. 2013;20(4):218-227

223

>

- A
N B O ® O N
i i R A i

% de células B CD24'™cD38™cD1d*
2

[T L] A
2. Rt 1
e e L
ol° u ‘4
O *

L]

L ]

L )
=3
& & &

% de células B cD24"cD38"°""cD1d*

Y.
L &

o

- =
S [- T - -~ ]
r 2P 2 29

]
id

% células B cD24"cd38"cD1d*
<

o
NZ

Figura 4 - Subpoblaciones de células B CD1d*. Porcentaje de células B CD1d* maduras (CD24"CD38") (A), de memoria
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Figura 5 - Expresion de CD1d en las subpoblaciones de células B. Histogramas superpuestos de la expresion de CD1d en
células B maduras (CD24"CD38"), de memoria (CD24"Cd38!°%/) y transicionales (CD24"CD38h), grafica representativa de
un individuo sano (A), un paciente con LES (B), y un control con OEA (C). Intensidad media de fluorescencia (IMF) de CD1d
en células B maduras (CD24"CD38"), de memoria (CD24"Cd38!°%/) y transicionales (CD24hiCD38hi) de controles sanos
(n=15) (D), pacientes con LES (n=21) (E) y controles con OEA (n=13) (F). Estos datos fueron analizados por medio de la prueba
de Kruskal-Wallis y el post-test de Dunn’s. Se presentan medianas y rangos intercuartilicos (RI) (*P< 0.05 **P< 0.01).



224

REV COLOMB REUMATOL. 2013;20(4):218-227

>
w

ok g

IMF de CD1d en CD24"cD3s"
(2]
(=]
(=]
e

£ 3
B 2000- 2o 2000-
8 a
.-0 [&]
E, 1500 R Z, 1500
o ™
[=] o
] A ]
£ 10004 N 2 1000
o AlA -
by =
Q 5004 o 5004
o A (&7
3 ° 3
w o o
s =
P %
¥ & © &

2000+
1000-
A
o .
=] ) =
& c© ¥ & ©

Figura 6 - Expresién de CD1d en subpoblaciones de células B. Intensidad media de fluorescencia (IMF) de células CD1d en
células B maduras (CD24"CD38") (A), de memoria (CD24hCd38!°"/) (B) y transicionales (CD24hCD38M) (C) de pacientes con
LES (n=21), controles OEA (n=13) y controles sanos (n=15). Estos datos fueron analizados por medio de la prueba de Kruskal
Wallis y el post-test de Dunn’s. Se presentan medianas y rangos intercuartilicos (RI).

Correlacion entre la expresién de CD1d en las diferentes
subpoblaciones de LB y la actividad de la enfermedad

Paralelamente, se quiso evaluar una posible relacién entre
las subpoblaciones de células B CD1d" y la actividad del LES.
Sin embargo, no se encontrd una correlacién entre el SLEDAI
como medida de la actividad de la enfermedad y el porcentaje
de LB CD1d* maduros (r= -0,213), de memoria (r=-0,274) o
transicionales 2 (r=-0,196) ni tampoco se encontré correlaciéon
entre la IMF de CD1d de ninguna de las tres subpoblaciones
y el SLEDAI (fig. 7).

Discusién

Muchas investigaciones en los ultimos afios se han enfocado
en la bisqueda de una manera clara para definir el fenotipo
que mejor permita diferenciar y clasificar a las células B con

capacidad reguladora, convirtiéndose en un reto para esta
linea de investigacién.

Hasta la fecha se han descrito diferentes fenotipos de célu-
las B con capacidad reguladora, entre ellos LB transicionales
2 (T2) CD19+*CD24hiCD38M en humanos, cuyos equivalentes
murinos tienen un fenotipo IgMPi gD CD5+*CD10+*CD20*CD27~
CD1d}, los cuales se han descrito como los analogos de los
linfocitos B T2 en humanos!?. De igual forma se ha descrito
en humanos una subpoblacién CD19+*CD24hCD27+ similar
a las células B10 murinas, denominadas B10pro, las cuales
han sido caracterizadas con los marcadores CD19M CD38hi
CcD1dhcD20ohicD21bicD23h ¢D24hicD25hiCcD27hi 21 y poste-
riormente se describié en sangre periférica en humanos, una
subpoblacién de células B productoras de altos niveles de
IL-10 y TGF-b con un fenotipo CD25MCD27hiCD86MCD1dM 22,

La subpoblacién de LB CD19+CD24PCD38Mi es una de las
subpoblaciones de células Breg que mas ha sido estudiada,
en especial en enfermedades autoinmunes. Nuestros hallaz-
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Figura 7 - Correlacién del porcentaje de subpoblaciones de LB y la actividad del LES. Correlacién entre la actividad
de la enfermedad medida por SLEDAI y el porcentaje de células B CD1d* maduras (CD24"CD38t) (A), de memoria
(CD24hicd38lew/) (B) y transicionales (CD24"CD38M) (C) de pacientes con LES (n=21), controles OEA (n=13) y controles
sanos (n=15). Estos datos fueron analizados por medio de la prueba de correlacién de Spearman.
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gos no revelaron diferencias significativas en el porcentaje
de células Breg entre pacientes con LES y controles sanos o
controles OEA. Esto discrepa de lo observado en el estudio de
Londres-Reino Unido realizado por Blair et al., quienes descri-
bieron un incremento en la frecuencia de esta subpoblacién en
pacientes con LES, comparado con controles sanos y pacientes
con otras enfermedades autoinmunes!?. Sin embargo, resulta-
dos similares a los nuestros han sido previamente reportados
con otra subpoblacién de células Breg.

En cuanto a las otras subpoblaciones evaluadas en este
estudio, se observé una disminucién en el porcentaje de
células B de memoria con fenotipo CD24hiCD38loW/~ en
pacientes con LES y OEA, comparado con controles sanos.
Estos resultados concuerdan con los presentados por Blair
et al,, en 2010, en los cuales se observd una disminucién en
el porcentaje de células B de memoria CD24MCD38lo%/~ en
pacientes con LES'. Las razones para este hallazgo se han
explicado como una anormalidad permanente en el porcen-
taje de células B de memoria CD27 IgD IgM de los pacientes
con LES, ademas de ser un evento asociado al tratamiento
inmunosupresor que reciben?324, Ahora bien, cabe resaltar
que en el estudio del grupo de Blair dentro de sus resulta-
dos se muestra esta misma disminucién en el porcentaje de
células B de memorial?.

La disminucién en las células B de memoria también se ha
descrito en pacientes con AR en tratamientos con anti-TNF2>,
Pero es necesario aclarar que ninguno de los pacientes evalua-
dos en este estudio recibia este tipo de tratamiento.

Terapias inmunosupresoras como el micofenolato se han
asociado con cambios en las frecuencias de LB en pacientes
con LES?%. Asi mismo, se ha evidenciado una disminucién
significativa de células B de memoria CD27- en pacientes con
LES, la cual es explicada por largos periodos de inmunosu-
presién con medicamentos como la azatioprina y la predni-
solona?’.28, No obstante, la frecuencia aumentada de estas
células se ha correlacionado positivamente con la actividad
de la enfermedad y la presencia de ciertos autoanticuerpos
(anti-dsDNA, anti-Smith, anti-RNP y anti-9G4)28. Cabe resaltar
que las cinéticas de la repoblacién de LB debido a las terapias
inmunosupresoras que reciben los pacientes altera las fre-
cuencias de las subpoblaciones de LB en pacientes con LES,
hecho que tal vez explica la reduccién de la subpoblacién de
memoria en el grupo de pacientes con LES y con OEA que se
analizaron en nuestro estudio.

En cuanto a la expresién de CD1d, se observd que entre las
subpoblaciones de células B evaluadas, los LB transicionales
CD24MCD38hi tenfan una expresién mas alta de esta molécula,
lo que concuerda con resultados previos?2.

En un estudio realizado en 2002 por Mizoguchi et al., se
pudo evidenciar, en un modelo de colitis autoinmune expe-
rimental, que la regulacién positiva de CD1d conferia a las
células B la capacidad de suprimir la progresiéon de la infla-
macién intestinal crénica, en ratones enfermos, por medio
de un aumento en la produccién de IL-103. Entre los LB con
capacidad reguladora, los mas ampliamente estudiados son
los B10, cuyo fenotipo es CD19*CD5*CD1dM y han sido des-
critos como potentes productores de IL-10, con capacidad de
regular diferentes respuestas inmunes en diferentes contex-
tos patolégicos, principalmente enfermedades autoinmunes

como AR, esclerosis multiple, LES y colitis. Esta regulacién es
mediada principalmente por la IL-10 y depende de la presencia
de multiples moléculas como CD19, CD1d, CD40, CD80, CD86,
MHC-II e IL-21R, induciendo una reduccién en la frecuencia de
LT de los perfiles pro-inflamatorios Th1y Th17 y promoviendo
la diferenciacién de células T reguladoras®-8.18.29,

Por esta razdn, en este estudio se quiso evaluar la expre-
sién de CD1d, como una explicacién parcial de las alteracio-
nes funcionales previamente reportadas en las células Breg
CD24hiCD38hi de pacientes con LES. Sin embargo, nuestros
resultados no demostraron diferencias ni en el porcentaje de
células B maduras, de memoria o transicionales CD1d*, ni
en la expresién de CD1d en las subpoblaciones de células B
evaluadas entre pacientes y controles.

Es de notar que durante la elaboracién de este manuscrito,
Bosma et al., reportaron una disminucién en la expresién de
CD1d en células B totales de pacientes con LES comparados
con controles sanos, ademas de defectos en su reciclaje. Sin
embargo, en este estudio no se evalué la expresién de CD1d
en subpoblaciones de LB%.

CD1d se encarga de presentar lipidos a células iNKT (por su
sigla en inglés “Invariant Natural Killer T cells”), para las cuales
se han descrito funciones reguladoras como la inhibicién de
produccién de IL-17 e induccién del reclutamiento de células
Treg30. Al respecto se ha observado que los pacientes con LES
presentan una reduccién numérica de las células iNKT y que
ademds son refractarias a la estimulacién, lo que probable-
mente se explique por la deficiencia observada en la expre-
sién de CD1d en células B, ya que se ha demostrado que estas
células son necesarias para el mantenimiento del nimero y la
funcién de las iNKT20, Ademas, en este mismo estudio Bosma
et al,, pudieron observar una disminucién en la expresién
de CD1d en la subpoblacién de LB inmaduros CD24hiCD3ghi,

Dado que las células B CD24hiCD38M son las que mayor
expresién de CD1d presentan, es probable que esta subpobla-
cién tenga un importante papel en la regulacioén ejercida sobre
las células iNKT. Por esta razén la evaluacién de la expresién
de CD1d en esta subpoblacién podria ayudar a entender mejor
las alteraciones que se presentan en las células B reguladoras
y en general en los mecanismos de tolerancia en el LES. Si
bien en el presente estudio no se observaron diferencias en la
expresién de CD1d en las células reguladoras CD24MCD38hi,
entre pacientes y controles, esto puede explicarse, al menos
parcialmente, por el tamafio muestral, ya que en el estudio
de Bosma se incluy6 una cohorte de 254 pacientes, por lo cual
el aumentar el nimero de pacientes y controles se presenta
como una perspectiva en nuestra investigacién. Ademas, el
estudio de otros mecanismos reguladores como el ejercido
por CD1d en las células B reguladoras, ayudard a entender la
inmunopatologia y a mejorar las alternativas terapéuticas no
s6lo en el lupus sino también en otras enfermedades en las
que estan implicadas estas células.

Conclusion

Finalmente, quedan por resolver multiples aspectos de la bio-
logia de las células Breg en el humano y el modelo murino que
permitan un mejor entendimiento de los mecanismos regula-
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torios de estas células, asi como la comprensién del papel que
cumplen estas células en la fisiopatologia de enfermedades
autoinmunes y su implicacién en la etiologia de enfermedades
inflamatorias crénicas.
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