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RESUMEN

Regulacion de la linfopoyesis B por la cistein proteasa catepsina-L

La catepsina-L (CTSL) es una proteasa lisosomal de expresion ubicua que presenta
funciones diversas y especificas. Entre ellas, participa en la seleccion positiva de las células
T CD4" y en la homeostasis de las células T. Utilizando como modelo experimental ratones
CTSL"™ "™ portadores de una delecion en el gen que codifica para la CTSL, estudiamos la
influencia de la CTSL sobre la homeostasis de las células B. Observamos un incremento en
el nimero de células B en los ganglios linfaticos (GL), el bazo y la sangre periférica (SP)
de los ratones CTSL™™"* En el bazo, este incremento estuvo restringido a las células B
transicionales T1 y T2 y a las células B de la zona marginal (ZM). No se detectaron
alteraciones en los niveles de proliferacion y apoptosis basales de las células B periféricas
en los ratones CTSL"""™™. La frecuencia y el nimero de células B en los distintos estadios
de maduracion de la médula 6sea (MO) en los ratones CTSL™" resulté normal. Sin
embargo, experimentos in vitro e in vivo demostraron que la linfopoyesis B se encuentra
incrementada en los ratones CTSL™"™. Tanto los precursores de las células B como el
microambiente de la MO de los ratones CTSL™" contribuyen a dicho incremento.
Ademas la emigracion de células B de la MO hacia el bazo se encuentra incrementada en

los ratones CTSL™/

. El conjunto de estos resultados indica que la CTSL regula
negativamente la produccion y exportacion de los linfocitos B por la MO y el nimero de

c¢lulas B periféricas.

Palabras clave: catepsina L, linfocitos B, médula 6sea, linfopoyesis B, células estromales,

células B transicionales.



ABSTRACT

B-lymphopoiesis regulation by the cysteine protease cathepsin-L

Cathepsin-L (CTSL) is an ubiquitously expressed lysosomal cysteine protease with diverse
and highly specific functions. The involvement of CTSL in thymic CD4" T-cell positive

Lnkt/nkt mice

selection and T-cell homeostasis has been previously documented. Using CTS
that lack CTSL activity, we investigated the influence of CTSL activity on B-cell
homeostasis. B-cell numbers were increased in lymph nodes (LN), spleen and blood from
CTSL"™"" mice. Increases in splenic B-cell numbers were restricted to transitional T1 and
T2 cells and to the marginal zone (MZ) cell subpopulations. No alterations in the
proliferative or apoptosis levels were detected in peripheral B-cell populations from
CTSL"™ " mice. In the bone marrow (BM), the percentage and the absolute number of B
cells precursors and mature B cells were not altered. However, in vitro and in vivo
experiments showed that BM B-lymphopoiesis was markedly increased in CTSL"™"* mice.
Both BM microenvironment and B-cells progenitors would contribute to the increased B-

Lnkt/nkt

lymphopoiesis in CTS mice. Besides, BM B-cell emigration to the spleen was

Lnkt/nkt

increased in CTS mice. Overall, our data clearly demonstrate that CTSL negatively

regulates BM B-cell production and output and the number of peripheral B cells.

Key words: cathepsin-L, B-lymphocytes, bone marrow, B-lymphopoiesis, stromal cells,

transitional B cells.
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ABREVIATURAS

7-AAD: 7-Amino-Actinomicina D

BrdU: 5-bromo-2-deoxiuridina

Cadenas H: cadenas pesadas de las inmunoglobulinas

Cadenas L: cadenas livianas de las inmunoglobulinas

CAR: células reticulares caracterizadas por la expresion alta de CXCL12

CDFs: Células dendriticas foliculares
CDs: Células dendriticas

CE: Células estromales

CG: centros germinales

CLPs: progenitores linfoides comunes
CPA: c¢lula presentadora de antigeno
CRM: células reticulares marginales
CTSL: catepsina L

ECM: Matriz extracelular

FM: foliculares maduras

FRs: fibroblastos reticulares

GALL: galectina-1

GL: ganglios linfaticos

HSC:s: células madre hematopoyéticas
IFN-y: interferén gamma

Ig: inmunoglobulina

IL-: interleuquina

IL-7R: receptor para la interleuquina 7
IP: ioduro de propidio

KO: Knock-out

MHC: complejo mayor de histocompatibilidad

MO: Médula 6sea

MSC:s: células madre mesenquimales



NK: natural killer

PBS: tampodn fosfato salino

RE: reticulo endoplasmatico

SCF: factor de células madre

SFB: suero fetal bovino

SLC: cadenas livianas sustitutas

SP: sangre periférica

SPF: libre de patdgenos especificos

Te: linfocitos T colaboradores

TCR: receptor de la célula T

TGF-B: factor de crecimiento transformante beta
UFC: unidades formadoras de colonias
VCAM-1: molécula de adhesion celular vascular 1
VEA: vénulas del endotelio alto

WT: wild type

ZM: zona marginal
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Generalidades del sistema inmune

El medio ambiente contiene una gran variedad de microorganismos patégenos y diversas
sustancias toxicas o alergénicas que amenazan la salud. Sin embargo, gracias a un conjunto
complejo de mecanismos de proteccion el sistema inmune generalmente logra controlar y
eliminar a los patdgenos y sustancias nocivas. Estos mecanismos se basan en la deteccion
de ciertas caracteristicas estructurales del patogeno o toxina que permiten su distincion de
de las células propias. La capacidad del sistema inmune de distinguir lo propio de lo no
propio es esencial para evitar el dafio hacia los propios tejidos.

Los mecanismos que permiten el reconocimiento y la respuesta frente a patdgenos, toxinas
o alérgenos pueden dividirse en dos categorias generales: a) aquellas respuestas codificadas
por genes en la linea germinal del huésped y que se desencadenan ante el reconocimiento
de patrones moleculares compartidos por muchos patdgenos y toxinas, b) aquellas
respuestas que son codificadas por genes que a través del desarrollo de rearreglos somaticos
producen moléculas que reconocen con alta especificidad estucturas extrafias tinicas.

La primera serie de respuestas constituyen la respuesta inmune innata. Debido a que las
moléculas de reconocimiento utilizadas por el sistema innato se expresan ampliamente en
un gran nimero de células, este sistema esta preparado para actuar rapidamente ante la
exposicion a un antigeno y por lo tanto constituye la respuesta inicial del huésped.

El segundo conjunto de respuestas constituyen la respuesta inmune adaptativa. En ausencia
de antigenos extrafios el sistema adaptativo consta de un pequefio nimero de células
especificas para cada antigeno, por lo que luego de la exposicion al mismo estas células
proliferan y alcanzan un nimero suficiente capaz de montar una respuesta eficaz contra el
antigeno. Por lo tanto, la respuesta adaptativa generalmente se expresa temporalmente
después de la respuesta inmune innata'.

Entre los elementos celulares efectores que forman parte de las respuestas inmunes innatas
se encuentran los neutréfilos, macrofagos y las células natural killer (NK), mientras que en
la respuestas inmunes adaptativas participan los linfocitos T, encargados de la inmunidad

celular, y los linfocitos B, que median la inmunidad humoral**.
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Linfocitos B

El hallazgo de los linfocitos B se produjo como consecuencia del descubrimiento de los
anticuerpos. La historia del descubrimiento y la caracterizacion de los anticuerpos se
remonta a 1890, cuando Behring y Kitasato demostraron que los sueros de animales
inmunizados con la toxina diftérica eran capaces de neutralizar a la misma’. Obtuvieron los
mismos resultados al utilizar la toxina tetanica y demostraron que los sueros obtenidos con
las distintas toxinas presentaban especificidad para cada una de ellas’.

Luego en 1897, Ehrlich propuso que las toxinas eran capaces de generar antitoxinas séricas
y que las células de la sangre a través de receptores podian interactuar con las toxinas de
manera especifica, lo que fue descripto como el reconocimiento del tipo de “una llave con
su cerradura™®.

En los afios posteriores y con el descubrimiento del sistema de grupos sanguineos ABO por
Landsteiner, se sustituy6 el nombre de antitoxina por el de anticuerpo y el de toxina por el
de antigeno.

Posteriormente en 1948, Fagreaus sugirid que las células plasmaticas eran las responsables
de generar los anticuerpos’.

En 1960 Cooper y Good demostraron que la poblacion de linfocitos estaba compuesta por
dos subtipos, a los que se denomino linfocitos T (por su dependencia del timo) y B (por su
dependencia de la bolsa de Fabricio)®”.

Posteriormente Coombs'® y Froland'' reportaron que la expresion superficial de las
inmunoglobulinas (Ig) podria usarse como marcador de las células B, demostrando el nexo

entre las células B y la produccion de anticuerpos.

Ontogenia B

En los mamiferos, el desarrollo de los linfocitos B se produce en el higado fetal antes del
nacimiento, mientras que luego del mismo, la hematopoyesis se llevara a cabo durante toda

la vida en la médula 6sea (MO)'%.
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Las células B se producen de manera continua a lo largo de la vida. Como el resto de las
células hematopoyéticas, las células B derivan de células precursoras comunes
denominadas células madre hematopoyéticas o hematopoietic stem cells (HSCs). Las HSCs
se caracterizan por ser pluripotentes y tener capacidad de autorrenovacion, lo que les
permite sostener la homeostasis del sistema hematopoyético, ya que por un lado mantienen
el tamafio del pool de HSCs y por el otro se diferencian asegurando la produccion constante
de las células sanguineas .

La diferenciacion de las HSCs a células del linaje B se produce a través del pasaje por una
serie de estadios intermedios durante los cuales las células van perdiendo su potencial de
diferenciacion'®. Las HSCs son capaces de generar dos tipos de progenitores con potencial
pluripotente mas acotado: los progenitores mieloides comunes (CMPs), los cuales daran
origen a células del linaje mieloide (eritrocitos, megacariocitos, monocitos y granulocitos
neutréfilos, baséfilos y eosinéfilos)'” y los progenitores linfoides comunes (CLPs), a partir
de los cuales se generaran los linfocitos B, Ty NK'® (Figura A).

Por otro lado, aunque se han realizado numerosos estudios con el fin de encontrar al estadio
intermedio entre los CLPs y el primer estadio de desarrollo de los linfocitos B, que adquiere
el compromiso hacia el linaje B y pierde la capacidad de dar origen a otros linajes

hematopoyéticos, todavia no se han obtenido resultados definitivos'”'®.
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Célulamadre

hematopoyética

. !
Progenitor Progenitor
mieloide linfoide

Eritropoyetina

Trembopoyeting
Linpcitos-8  Linfocites T Celulas NE

Monocitos

Entrocitos Plaguetas Basdfilos Eosindfilos MNeutrdfilos

Figura A. Esquema representativo de la hematopoyesis. Las distintas poblaciones de células sanguineas se
forman en la MO como consecuencia de la expansion y diferenciacion progresiva e irreversible de células
madre hematopoyéticas. Las células madre hematopoyéticas dan origen a dos tipos de precursores: los
precursores mieloides —que conducen a la formacion de eritrocitos, plaquetas, basofilos, eosinofilos,
neutréfilos y monocitos— y los precursores linfoides, a partir de los cuales se originan los linfocitos B y T y
las células NK.
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Rearreglos de los genes de las inmunoglobulinas

El receptor para el antigeno de los linfocitos B o BCR cumple dos roles distintos. Por un
lado, transduce la sefial al interior de la célula activando la transcripcion de los genes
involucrados en la proliferacion y diferenciacion de las células B a células plasmaticas'™ .
Por el otro, media la internalizacién del antigeno, que conduce a su procesamiento
proteolitico y posterior presentacion como péptido asociado a las moléculas del complejo
mayor de histocompatibilidad (MHC) de clase II*".

Numerosos estudios han demostrado que entre los componentes del complejo BCR, la Ig es
responsable del reconocimiento antigénico, mientras que el heterodimero CD79a/f3
se encarga de la transduccion de la sefial al interior de la célula B*.

Las moléculas de Ig estan constituidas por un par de cadenas pesadas (H) y livianas (L),
cada una compuesta por una regioén variable y una constante, unidas entre si por puentes
disulfuro, de manera que forman un complejo de cuatro cadenas presentando dos sitios de
union al antigeno. La especificidad para los epitopes antigénicos estd determinada por las
secuencias hipervariables de las regiones aminoterminales de las cadenas H y L.
Inicialmente se sugirid6 que cada anticuerpo producido estaba codificado por un gen
distinto™. Estas creencias se basaron en la observacion de que la secuencia aminoacidica de
la region variable era propia de cada anticuerpo. En 1965 Dreyer y Bennet hipotetizaron
que la region constante de cada anticuerpo estaba codificada por un tnico gen y en cambio
la region variable, por varios genes. Ademas propusieron, que durante el desarrollo de las
células B se produciria una recombinacion entre estos genes”*.

Estudios posteriores demostraron que la region variable del locus de la cadena L esta
codificada por los segmentos génicos V y J, y que la region variable del locus de la cadena
H por los segmentos V, D y J (VDJ). Ademas se ha demostrado que durante el desarrollo
de las células B se produce un reordenamiento de los segmentos y que la unién azarosa de
los mismos y la pérdida u adicion de nucledtidos que se producen durante la
recombinacion, incrementa la diversidad de la region variable®. Por su parte, la region
constante de ambas cadenas presenta una menor diversidad, ya que uUnicamente esta

codificada por los segmentos génicos C.
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Por otro lado, en 1989 Baltimore descubrié a los genes activadores de la recombinacion
(RAG-1/2), identificando de esta manera a las enzimas encargadas de la recombinacion de
los segmentos VDJ*,".

Como resultado de la recombinacion se genera un unico gen VDJ que codifica para la
region variable de la Ig. Por medio de splicing durante la transcripcion, el segmento VDJ
queda unido al segmento génico C de la regién constante en el ARNm maduro™.

De esta manera se obtiene un reportorio diverso de rearreglos VDJ que codifican para el

BCR.

Estadios de diferenciacion de los linfocitos B en 1a médula d6sea

Existen diferentes criterios que permiten clasificar a los precursores de los linfocitos B
durante su desarrollo en la MO; uno de ellos esta basado en la secuencia en la que se
producen los rearreglos de las cadenas H y L de las Ig”®. De acuerdo a este criterio, el
primer estadio de desarrollo de los linfocitos B identificado, denominado pre-pro-B, no
presenta rearreglos en los genes de las Ig”. Recién en el siguiente estadio de células pro-B
comienzan los rearreglos VDJ en las cadenas H. Aquellas células pro-B con rearreglos
VDJ exitosos se diferencian a células pre-B, las cuales se caracterizan por la expresion
citoplasmatica de la cadena pesada p. La asociacion de la cadena p con las cadenas livianas
sustitutas (SLC), formadas por las proteinas A5 y VpreB, conduce a la expresion superficial

del receptor pre-B (pre-BCR)’'*

, produciendo una disminucion en la expresion de los
genes RAG-1/2 de manera transitoria® y la proliferacion de las células pre-B**.
Posteriormente la célula pre-B disminuye la transcripcion de los genes A5 y VpreB*’,
dejando de sintetizar la SLC, y una vez que termina de proliferar comienza con los
rearreglos de la cadena L**7. Aquellas células pre-B que rearreglan de manera existosa la
cadena L, expresan en su membrana una molécula completa de IgM entrando de esta
manera al pool de células B inmaduras. Es en este estadio donde se censa por primera vez
la potencial autorreactividad del BCR, a través de los procesos de seleccion positiva y

negativa®®.
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Las células B inmaduras seleccionadas pueden continuar su desarrollo en la MO, pero la
mayoria emigra hacia el bazo donde se diferencian a células B maduras expresando en su
membrana la molécula IgD*. Las células B que todavia no entraron en contacto con su
antigeno especifico (células B virgenes) recirculan entre los 6rganos linfaticos secundarios

y luego del contacto con el mismo se diferencian a células plasmaticas o B de memoria.

Las células B atraviesan distintos procesos de seleccion durante su desarrollo™. El
ensamblado y expresion de un pre-BCR capaz de sefializar efectivamente es un importante
punto de control en el desarrollo de las células B. Se requiere de un pre-BCR funcional para
la seleccion positiva de las células pre-B y para la sefializacion que da como resultado una
disminucion de los rearreglos VDI y la expansion proliferativa de las células pre-B>*4°#,
Se ha propuesto que las cadenas H de los anticuerpos también son sujetas a procesos de
seleccion®. Segun este modelo, aquellas cadenas H que se asocian de manera adecuada con
las SLC forman un pre-BCR efectivo y promueven la expansion clonal de las células pre-
B*. En cambio aquellas cadenas H que se asocian pobremente con las SLC forman pre-
BCR no efectivos**°. Estas células pre-B entran en arresto y quedan sujetas a un segundo
evento de recombinacion de las cadenas H***'. Si las nuevas cadenas H producidas se
emparejan correctamente con las SLC seran seleccionadas positivamente*. Por lo tanto, la
ausencia de la cadena H debido a un rearreglo defectuoso impide el ensamblado del pre-
BCR vy resulta en un bloqueo en el estadio de células pro-B*2. La ausencia de otros
componentes del pre-BCR, como las SLC o CD79f, también bloquea el desarrollo de las
células B en este estadio resultando en una menor generacion de células B inmaduras y
maduras®®*,

Recientemente se ha sugerido que el estadio de células pre-B seria ademdas un punto de
control de la tolerancia de las células B*. Ratones knock-out (KO) para las SLC presentan
elevados niveles de anticuerpos anti-nucleares en suero, sugiriendo que células B
autorreactivas podrian escapar de la seleccion negativa en ausencia de un control mediado

por el pre-BCR.
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En el raton, la MO genera por dia aproximadamente entre 1-2 x 10’ de células B

inmaduras®®~’

, pero solo entre un 10-20% de estas células abandona la MO y llega al
bazo’®. Esto se debe a que las células B inmaduras constituyen otro punto de control donde
se censa la potencial autorreactividad de las células B. El encuentro de células B inmaduras
con auto-antigenos capaces de entrecruzar el BCR puede conducir a: a) la eliminacion de
las células (delecion clonal), b) la conversion a células no respondedoras de corta vida
(anergia clonal) o c) a rearreglos en las cadenas L de las Ig para producir células B no
autorreactivas (reedicion del BCR)™.

En la MO pueden distinguirse tres tipos de c€lulas B inmaduras: las que expresan altos
niveles de BCR no autorreactivos, las que expresan bajos niveles de BCR no autorreactivos
y las que expresan BCR autorreactivos®’. Varios estudios han indicado que es la intensidad
de la senal del BCR lo que determina que las células B continien en su desarrollo

1-64 ’
61-64 [ as células B

(seleccion positiva) o que reediten el BCR y escapen asi de la apoptosis
inmaduras que expresan altos niveles de BCR no autorreactivos reciben una intensidad de
sefal apropiada a través del BCR que les permite ser seleccionadas positivamente y
proseguir en su desarrollo®. Estas células apagan la expresion de los genes RAG y pueden
emigrar hacia el bazo®. Mientras que en las células B inmaduras que expresan BCR no
autorreactivos pero en bajos niveles, la sefializacion a través del BCR est4 por debajo del
umbral requerido para que sean seleccionadas positivamente, por lo que la expresion de los
genes RAG no se apaga y se produce un segundo reordenamiento en las cadenas L de la
Ig%". Si estos nuevos rearreglos generan BCR no autorreactivos que se expresan en altos
niveles, las sefales generadas a través del BCR serdn de una intensidad adecuada
permitiendo la seleccion de las células B inmaduras.

Por su parte, las células B inmaduras que expresan BCR autorreactivos, al encontrarse con
el auto-antigeno generan una sefial fuerte a través del BCR. Estas células no apagan la
expresion de los genes RAG y reeditan el BCR permitiendo la generacion de células B
inmaduras no autorreactivas y su seleccion positiva®” .

Por lo tanto el proceso de reedicion del BCR permite rescatar de la apoptosis a las células B

inmaduras con bajos niveles de BCR no autorreactivos o con BCR autorreactivos®’.
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A medida que las células maduran desde el estadio pre-pro-B hasta el de células B maduras,
expresan otras proteinas de superficie ademas de las Ig que son caracteristicas de cada
estadio. Se han utilizado distintas estrategias basadas en la expresion diferencial de estos
marcadores de superficie para identificar y aislar a las células de los distintos estadios de
desarrollo de los linfocitos B y se han propuesto varias nomenclaturas para clasificar a los
mismos>*’.

La proteina CD45R/B220, isoforma de la proteina CD45 (antigeno leucocitario comun), es
uno de los marcadores de superficie especificos de las c€lulas B, que se expresa durante
todo el desarrollo de las células B, desde el estadio de células pre-pro-B hasta el de células
plasmaticas. Inmediatamente después del estadio CLP, la restriccion hacia el linaje de
células B puede ser reconocido por la expresion de la molécula B220%.

Otra proteina que se expresa a partir del estadio de células pro-B y esta presente en todos
los estadios posteriores del linaje de células B es la molécula CD197°,

En 1991, Hardy R.R. y col. clasificaron a los estadios de células B de la MO en 7
fracciones (fracciones A-F) de acuerdo a la expresion diferencial de los marcadores de
superficie B220, CD43, HSA (CD24), BP-1 ¢ IgM’". Diferencias en la actividad funcional,
en el estado de los rearreglos de las cadenas de las Ig y en la expresion de marcadores de
superficie indicaron que la maduracion de las células B comienza en la fraccion A y
finaliza en la F. Asi la fraccion A corresponde al estadio de células pre-pro-B, las
fracciones B-C al de células pro-B, la fraccion D al de células pre-B, la E al de células B
inmaduras y la F al de células B maduras (Figura B). Por lo tanto, mediante el uso de
citometria de fluyjo Hardy R.R. y col. pudieron distinguir las fracciones A:
B220°CD43"HSA™, B-C: B220°CD43"HSA", D: B220°CD43IgM’, E: B220°CD43
IgM" y F: B220"CD43TgM",

En 1994 Rolink y col. agregaron otros marcadores de superficie como c-kit, CD25, y las
cadenas livianas sustitutas A5 y VpreB para clasificar a los linfocitos B*72,

Posteriormente se observdo que la fraccion A de Hardy R.R. contenia ademdas de
progenitores de células B otras células no pertenecientes al linaje B, como las células NK y

CD4". El uso del marcador AA4.1 (CD93), el cual se expresa a partir de las HSCs y en

todos los estadios inmaduros de células B, permiti6 identificar a los verdaderos precursores
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de células B dentro de la fraccion A (AA4.1+)". Pero luego se observd que esta fraccion
AA4.1+ también contenia células con expresion para Ly-6C, que no correspondian al linaje
de células B,

Finalmente en el 2006, Hardy R.R. y col. realizan una citometria de flujo de 12 colores
delimitando de forma maés precisa a los precursores de células B contenidos en la fraccion
A",

La lista de marcadores utilizados para identificar a los precursores de linfocitos B continia
creciendo hoy en dia y paralelamente se pueden realizar citometrias de flujo de 17
colores’®

A pesar de esto, la nomenclatura acufiada por Hardy en 1991 resulta adecuada para poder
identificar a los precursores de células B de la MO y actualmente es utilizada por la

mayoria de los investigadores.

CélulaB
inmadura
(Fraccion E)

o900 —-0—0 "0

Célula madre Célula pre-pro-B Célula pro-B Célula pre-B
hematopoyética (Fraccion A) (Fracciones B/C) (Fraccién D)

B220'° B220'° B220'° B220'°
HS Ao HSANi HSANi HSANi
CD43* CD43* CD43- CD43-
IgM- IgM- IgM- IgM*

CD19- CD19* CD19* CD19*

Figura B. Clasificacion de los estadios de desarrollo de los linfocitos B en la MO. Los precursores de
células B, caracterizados por la presencia de la molécula B220-marcador del linaje de células B- y la ausencia
de IgM en su membrana celular, pueden ser divididos en 4 clases de acuerdo a la expresion diferencial de
distintos marcadores de superficie celular. Estas 4 clases se denominan fracciones A (células pre-pro-B), B-C
(células pro-B) y D (células pre-B). Las células B inmaduras (fraccion E), generadas a partir de las células
pre-B, expresan IgM en su superficie y emigran hacia el bazo para completar la maduracion de las células B.

Adaptado de Dorshkind y Montecino-Rodriguez. Nat Rev Immunol 2007; 7: 213-219.
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Isotipos y funciones de los anticuerpos

De acuerdo a la region constante de la cadena H (y, a, u, €, d), las Ig se clasifican en 5
clases o isotipos: IgG, IgA, IgM, IgE e IgD, que representan al 70%, 20%, 10% y 0.3 %
respectivamente del pool de Ig plasmaticas, mientras que la IgD no se secreta™.

Durante la colaboracion T-B en la respuesta inmune, los linfocitos T CD4" colaboradores
(Tc) secretan diversas citoquinas que inducen el cambio de isotipo'. Este proceso involucra
rearreglos en el ADN en el cual intervienen varias enzimas como la desaminasa de citidina
inducida por activacion (AID), la uracil-ADN glicosilasa (UNG), la endonucleasa
apurinica/apirimidinica (APE1) y la proteina quinasa dependiente de ADN (DNA-PK)""".
El cambio de isotipo permite que un mismo rearreglo VDJ pueda ser utilizado para generar
anticuerpos de distinto isotipo pero con la misma especificidad antigénica™.

La secrecion de interleuquina (IL) 10 por las células Tc induce el cambio de isotipo a IgG1
e IgG3, mientras que las IL-4 e IL-13 producen el cambio hacia IgE. Por otro lado, el factor
de crecimiento transformante beta (TGF-P) y la IL-5 inducen el cambio a IgA y el
interferon gamma (IFN-y) a IgG2.

La presencia de diferentes isotipos de anticuerpos aporta una gran plasticidad a la respuesta
humoral, ya que permite generar anticuerpos contra una diversidad de agentes infecciosos.
Estos isotipos realizan sus funciones efectoras a través de la union de la region constante de
la cadena H a receptores de distintas células como fagocitos, células NK y mastocitos, y a
proteinas plasmaticas como las del sistema del complemento. Por ejemplo, la mejor
respuesta contra bacterias encapsuladas ricas en polisacaridos consiste de anticuerpos IgM,
que por un lado activan al sistema de complemento favoreciendo la lisis de los
microorganismos®' y por el otro inducen su fagocitosis por macréfagos y neutréfilos. Por
otro lado, la respuesta a muchos virus y bacterias requiere de anticuerpos IgGSz, que
ademas de activar el complemento®' y estimular su fagocitosis™, favorecen la citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpos, mediante la cual las células NK son capaces de eliminar
células infectadas recubiertas de anticuerpos™. Los virus y bacterias activan a los linfocitos
Tc del subtipo THI1 a sintetizar IFN-y provocando de esta manera el cambio de isotipo

hacia IgG.
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A su vez, los helmintos activan a la subpoblacion de linfocitos Tc TH2 a secretar 1L-4
favoreciendo el cambio hacia IgE®, la cual participa de la erradicacion de los helmintos
mediada por eosinéfilos™.

Por otro lado, diferentes localizaciones anatomicas tienden a presentar distintos isotipos. El
principal isotipo presente en las mucosas es IgA, la cual protege de los microorganismos

que penetran a través de los epitelios®’.

Subtipos de linfocitos B

De acuerdo a distintos criterios como la localizacion anatomica, capacidad migratoria y
dependencia de las células Tc para la secrecion de anticuerpos, las células B pueden
dividirse en tres clases: B-1, B-2 o foliculares y las células B de la zona marginal (ZM) del

bazo®.

A. Células B-2 o foliculares

Los linfocitos B-2 o foliculares son los responsables de las respuestas inmunes humorales
frente a antigenos proteicos, por lo que dependen de las células Tc para activarse y secretar
anticuerpos. Reciben este nombre debido a que se localizan en los foliculos de los 6rganos
linfaticos secundarios, también conocidos como areas B.

Las células B-2 o convencionales, se originan a partir de los precursores de cé€lulas B que se
desarrollan en la MO, por lo que su generacion ocurre de manera continua. Luego de la
expresion superficial del BCR, las células B inmaduras emigran desde la MO hacia el bazo
para completar su maduracion®. En el bazo, las células B inmaduras atraviesan una serie de
estadios de desarrollo antes de entrar al pool de células B maduras, por lo que reciben el
nombre de células B transicionales”. Se han descripto dos estadios de células B
transicionales: T1 y T2. Las células B T1 dan origen a las células B T2, las cuales se

diferencian a células B foliculares maduras (FM)91 (Figura C).
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Las células B-2 maduras presentan caracteristicas fenotipicas y funcionales que permiten
diferenciarlas de las células B transicionales’ . Las células B-2 maduras se caracterizan por
expresar altos niveles de B220, IgD y CD23, bajos niveles de HSA e IgM vy la ausencia del
marcador AA4.1, mientras que las células B transicionales se caracterizan por la baja
expresion de B220, la alta expresion de HSA e IgM y por la expresion de AA4.1°%7%%4,
Ademas dentro de las células B transicionales, las células B T1 pueden diferenciarse de las
células B T2 por sus bajos niveles de expresion de CD21 e IgD y por la ausencia de la
molécula CD23%1,

En cuanto a las diferencias funcionales, las células B transicionales responden de distinta
manera que las células B maduras frente a distintos estimulos proliferativos in vitro. Las
células B transicionales al igual que las células B maduras proliferan en presencia de LPS,
pero a diferencia de ellas no proliferan en respuesta a la estimulacion con anti-IgM y en su
lugar mueren por apoptosis™*~ >,

Ademas, mientras que las células B maduras presentan una vida media de 2-4 meses, las
células B transicionales tienen una vida media de entre 3-4 dias®®**"*.

Se ha reportado que s6lo entre el 10-30% de las células B transicionales pasa a formar parte
del pool de células B maduras, lo que sugiere que las células B transicionales estdn sujetas
a los procesos de seleccion positiva y negativa’>*’. Como explicaramos estos procesos
comenzarian en las células B inmaduras en la MO y continuarian durante el desarrollo de
las células B transicionales en el bazo®™ *>*°.

Durante la maduracion de las células B transicionales a FM se puede observar la presencia
de BCR autorreactivos que no fueron eliminados en la MO. Estos clones de cé¢lulas B deben
ser silenciados o eliminados’’. Por lo tanto, la seleccion negativa de las células B
transicionales probablemente ocurra en el estadio T1 mediante multiples mecanismos que
pueden incluir delecion clonal, anergia o reedicion del BCR’"7¥*Se ha propuesto que, in
vivo, este proceso estaria mediado por sefiales del BCR fuertes, mientras que la transicion
hacia células B T2 podria ocurrir a través de sefiales del BCR de intensidad
apropiada’”**'%

El analisis del repertorio de células B periféricas sugiere que la maduracion de las células B

también estd regulada por eventos de seleccion positiva que probablemente ocurran en el
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Gltimo estadio de células B transicionales’’””'**. Se ha reportado que diversas citoquinas
especificas de linaje también pueden ser limitantes en la seleccion positiva y la sobrevida
de las células B'**'®. Una de ellas es el factor activador de células B (BAFF) la cual media
la sobrevida de las células B transicionales principalmente a través del receptor BR3 o
BAFFR! 107

Es probable ademds que esta seleccion esté regulada por cambios en la calidad e intensidad
de la sefial del BCR que serian especificas de cada estadio’’. Una hipétesis es que aquellos
clones de células B T1 que no entran en apoptosis incrementen la sefial del BCR, a través
de un aumento gradual de la expresion de BR3, de correceptores del BCR y quizas también
de proteinas de sefializacion intracelular. Por lo tanto, luego de la diferenciacion las células
B T2 presentan una mayor expresion de CD19, CD21 y BR3. Esto permite un incremento
en la sefializacion del BCR y en la capacidad de sobrevida mediada por BAFF en las
células B T2 con respecto a las células B T1'"7.

Mientras que la mayoria de las células B transicionales que sobreviven a los procesos de
seleccion dan origen a las células B FM, un pequefio numero se diferencia a células B de la
ZM del bazo o a células B1°°(Figura C). Es asi, como el pool de células B periféricas esta
constituido principalmente por las células B FM.

Una vez completada la maduracion, las células B-2 virgenes recirculan a través de la sangre

y la linfa entre los foliculos de los 6rganos linfaticos secundarios.
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Figura C. Modelo esquematico de la maduracion de las células B en la periferia. Las células B inmaduras
abandonan la MO y migran hacia el bazo donde atraviesan una serie de estadios de maduracién antes de
entrar al pool de células B maduras. Estos estadios de maduracion comprenden a las células B transicionales
T1 y T2. Las células B transicionales T1 se diferencian a T2, las cuales mayoritariamente daran origen a las
celulas B foliculares (FO) y en una menor proporcion a las células B de la zona marginal (ZM) y a las células

B del peritoneo (BP). Adaptado de Hiroaki Niiro y Edward A. Clark. Nat Rev Immunol 2002; 2: 945-956.

Durante el desarrollo de una respuesta inmune adaptativa se producen anticuerpos efectores
de alta afinidad especificos para el patdogeno o el inmunodgeno, resultado de la interaccion
entre las células B y las células Tc. Esta respuesta precisa pero lenta, denominada Timo o
T-dependiente, involucra generalmente a las células B-2. Estas respuestas se inician cuando
las células B-2 que reconocen al antigeno en los foliculos y las células Tc en las zonas T,

% Estas

migran hacia el limite entre los foliculos y las zonas T para interactuar'
interacciones involucran el reconocimiento de las células Tc del péptido presentado por las
células B en el contexto de las moléculas del MHC de clase II, el contacto entre distintas
moléculas presentes en los linfocitos B y T (CD40-CD40L y B7-CD28) y la secrecion de
diversas citoquinas'®.
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Las células B activadas pueden adoptar dos destinos: 1) dirigirse hacia las areas
extrafoliculares, proliferar y diferenciarse a células plasmaticas de vida corta que secretan
anticuerpos de baja afinidad o 2) dirigirse hacia los foliculos B y establecer centros
germinales (CG)''*"'.

Numerosos estudiados han evidenciado que los CG son el sitio donde se producen la
expansion clonal, el cambio de isotipo y la maduracién de la afinidad de los anticuerpos''*

14 Ademas los CG son el sello distintivo de una respuesta T-dependiente y a partir de ellos

se generan células plasmaticas de larga vida y células B de memoria''>'"3.

Estudios histologicos han identificado dos zonas en los CG: la zona oscura, que contiene
c¢lulas B grandes mitoticamente activas conocidas como centroblastos y la zona clara, que
contiene células B pequefias que no se dividen conocidas como centrocitos, células
dendriticas foliculares (CDF) y linfocitos Tc''*!'"

En los centroblastos tiene lugar la hipermutacién somatica, produciéndose mutaciones en
las regiones variables de las Ig con el fin de aumentar la afinidad de los anticuerpos por el
antigeno''>'"*. Los centroblastos luego se diferencian a centrocitos, los cuales migran hacia
la zona clara del CG para iniciar los procesos de seleccion de la afinidad mediante los
cuales compiten por antigenos depositados sobre la superficie de las CDF''*!''. Aquellos
centrocitos que hayan incrementado la afinidad de sus receptores, capturan e internalizan el
antigeno para presentarlo a las células Tc. A través de la secrecion de citoquinas y de la
interaccion entre distintas moléculas, las células Tc promueven la sobrevida de estos
centrocitos y su diferenciacion a células plasmaticas o células B de memoria''>!''>!'"7.

El movimiento de las células B entre la zona oscura y clara de los CG esta controlado por la
accion de distintas citoquinas y por la expresion diferencial de los receptores para las
mismas. Las células estromales (CE) de la zona oscura producen mayores cantidades de la
quemoquina CXCL12, atrayendo a los linfocitos B a esta zona a través de su receptor
CXCR4'"®. Por otro lado, las CDF producen una mayor cantidad de CXCL13, que recluta a
las células B por medio de su receptor CXCR5 a la zona clara''®'"’. Ademés la expresion
de CXCR4 es mayor en las células B de la zona oscura, mientras que la expresion de

115,118,120
G

CXCRS5 se mantiene uniforme en todas las células B del C . Estos datos sugieren
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que la expresion de CXCR4 estd muy regulada en las células B de los CG y que es el
principal factor que controla la localizacion de las células B en la zona oscura o clara.

Los centrocitos que sobreviven al proceso de seleccion de la afinidad experimentan ademas
un cambio de isotipo'?'. Tanto la hipermutacion somatica como el cambio de isotipo estan

. . 122
mediados por la enzima AID"’, la cual se expresa en los centroblastos'*.

En conclusion, la activacion inicial de las células B-2 conduce al desarrollo de CG y a la
generacion de células plasmaticas extrafoliculares de vida corta que secretan anticuerpos de
baja afinidad del tipo IgM, mientras que las células plasmaticas derivadas de los CG son de
vida larga y secretan anticuerpos de alta afinidad con isotipos IgG, IgA e IgE'">'*. Ademas
las células B de memoria derivadas de los CG, se caracterizan por la expresion de un BCR
mutado con una afinidad incrementada, por persistir luego de la exposicion al antigeno,
expandirse rapidamente durante las respuestas secundarias y por su capacidad para
diferenciarse a c€lulas plasmaticas. Por lo tanto, las respuestas que involucran a las células
B de memoria se caracterizan por la rapida produccion de niveles incrementados de

anticuerpos de alta afinidad pertenecientes a los isotipos IgG, IgA e IgE'**'S.

B. Células B-1

Las células B-1 se ubican predominantemente en la cavidad peritoneal y pleural, de manera
que estan practicamente ausentes en los 6rganos linfaticos secundarios'?’'%*,
Fenotipicamente los linfocitos B-1 pueden diferenciarse de las células B FM por los bajos
niveles de expresion de CD23, IgD y B220 y por expresar CD43 y altos niveles de

TgM 213,

El linaje de células B-1 puede ser dividido en dos subpoblaciones que son fenotipicamente
idénticas y que solo se distinguen por la presencia (B-1a) o ausencia (B-1b) del marcador
CD5'*"1*! Por el momento no se han encontrado diferencias funcionales entre ambas

subpoblaciones'""'*%,
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Una de las caracteristicas particulares de los linfocitos B-1 es que, a diferencia de las
células B-2, presentan capacidad de autorrenovacion, ya que producen y secretan IL-10 que
actia como un factor autdcrino que media su proliferacion y sobrevida'>''3%13,

Mientras que el desarrollo de los linfocitos B convencionales es conocido en detalle, se han
propuesto diversas teorias acerca del origen y desarrollo de los linfocitos B-1'2%130-135137,
Una de las teorias propone que las células B-1 y B-2 derivan de precursores distintos y que
por lo tanto representan productos finales de dos linajes diferentes. Las células B-1 serian
generadas exclusivamente a partir de precursores fetales mientras que las células B-2
derivarian de precursores de la MO. De acuerdo a esta hipodtesis, la presencia de las células
B-1 estaria relacionada a su capacidad de autorrenovacion y no a la generacion permamente
de células nuevas'* %1313 T4 teorfa alternativa plantea un modelo de diferenciacion
inducida, mediante el cual cada célula B-2 tendria el potencial para diferenciarse a célula
B-1. De acuerdo a este modelo, el reconocimiento de antigenos propios por el BCR
transduciria una fuerte sefial que dirigiria la diferenciacion a células B-1'2"'2%13°,

La combinacion de ambas teorias sugiere que las cé¢lulas B-1 podrian originarse a partir de
la expansidon de unos pocos precursores y que la sefalizacion a través del BCR seria
necesaria tanto para la autorrenovacion o el mantenimiento de las células B-1, como para
iniciar la diferenciacion a células B-1"2%137-13%,

Por otro lado se ha reportado también que las células B-1 peritoneales y las del bazo
presentan diferencias fenotipicas, bioquimicas y funcionales lo que plantea la posibilidad de
que presenten un origen distinto' ™.

Aunque el rol de los linfocitos B-1 en el sistema inmune no esté claro, se le han atribuido
distintas funciones basadas en la especificidad de los anticuerpos que producen. Por un
lado, participan en la inmunidad bacteriana mediante la secrecion espontanea de
anticuerpos naturales que reconocen determinantes antigénicos comunes de la pared
bacteriana como la fosforilcolina y el LPS"*!41* Por e] otro, los linfocitos B-1 producen
un repertorio limitado de anticuerpos de baja afinidad que reconocen antigenos propios y
participan en la remocidn de restos celulares como los eritrocitos senescentes'**. El

reconocimiento de antigenos propios podria ser una consecuencia de la seleccion positiva

. , . . oy, 7 127
mediada por los antigenos propios que conduce a la diferenciacion de las células B-1"".
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Ademas de ser la fuente principal de anticuerpos naturales del tipo IgM en sangre, se ha
demostrado que los linfocitos B-1 forman parte de las células plasmaticas de las mucosas
que secretan IgA'*71#%.

En correlacion al rol de los antigenos propios en el desarrollo de los linfocitos B-1, los
mismos tienden a ser autorreactivos y estar asociados a enfermedades autoinmunes'*.

A pesar de que las células B-1 predominan en la vida fetal y luego su nimero disminuye, se
ha demostrado que las células B CD5" incrementan nuevamente tanto en ratones como en
humanos en edad avanzada'®. Este hallazgo podria explicar la mayor incidencia de
leucemia linfatica cronica B y linfoma de manto, los cuales se cree que representan la
transformacion maligna de las células B CD5", entre individuos de edad avanzada y media
respectivamente'*". Teniendo en cuenta la capacidad de autorrenovacion de las células B-1

y los requerimientos minimos para su progresion en el ciclo celular, no es sorprendente que

puedan sufrir una desregulacion del ciclo celular y dar origen a enfermedades neoplésicas.

C. Células B de la zona marginal del bazo

Las células B de la ZM, junto con macréfagos especializados y células reticulares, se
localizan en una zona del bazo que es externa a los foliculos y que separa la pulpa blanca de
la roja, conocida como la ZM"".

Las células B de la ZM se localizan proximas al seno marginal debido a los receptores del
lisofosfolipido esfingosina-1-fosfato SIP1 y S1P3'*% Los niveles de expresion de estos
receptores son mayores en las células B de la ZM que en las foliculares. Se ha reportado
que las células B de la ZM contrarrestan la atraccion del gradiente de CXCL13 debido a
sefales mediadas por S1P1 y S1P3'*. Cualquier disrupcion de SP1 causa la relocalizacion
de las células B de la ZM a los foliculos'**. Por lo tanto la sefializacion a través de S1P1
pareceria contrarrestar el efecto mediado por CXCL13 de atraer a las células B de la ZM
hacia los foliculos'**.

A diferencia de las células B foliculares, que expresan niveles altos de IgD y CD23, con

niveles altos o bajos de IgM, las células B de la ZM expresan niveles altos de I[gM y niveles
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muy bajos de IgD y CD23. También expresan altos niveles de CD21 (receptor del
componente C3d del sistema de complemento) y de CD1d. Ademas, las células B de la ZM
expresan mayores niveles de moléculas coestimulatorias B7 comparadas con las células B
foliculares'*'>°,

De la misma manera que ocurre con las células B-1, los antigenos propios jugarian un rol

1
55 De acuerdo a este modelo

importante en la decision del linaje de las células B en el bazo
aquellos BCR que reconocen antigenos propios con una afinidad apropiada, transducen
sefales de intensidad intermedia, que conducen a las células B a diferenciarse a foliculares.
En cambio, aquellos BCR que reconocen a antigenos propios con una afinidad baja o no los
reconocen, producen una sefial débil que favorece el desarrollo de células B de la ZM">>'%%,
Otro receptor clave para el desarrollo de las células B de la ZM es Notch2'>. La presencia

de células B de la ZM dependeria de la via de sefializacion mediada por Nocht2, ya que

159 1160

ratones KO para Notch2 " o su ligando DL- carecen de células B de la ZM.

Adyacente a la ZM se encuentra el seno marginal por el cual fluye la sangre que ingresa al
bazo. Esto permite que las células de la ZM estén constantemente expuestas a grandes
volumenes de sangre y a cualquier antigeno que haya tenido acceso a la circulacion
sistémica. Por lo tanto debido a su localizacion especial, las células B de la ZM son capaces
de responder rapidamente a los antigenos de la sangre y se considera que constituyen la
primera y principal linea de defensa contra los patdogenos de la sangre, especialmente contra
las bacterias encapsuladas'®''®?.

Las células B de la ZM han sido relacionadas durante mucho tiempo con la respuesta frente
a antigenos T-independientes, especialmente frente a los polisacaridos de las céapsulas
bacterianas. Se ha reportado que los altos niveles de CD21 presentes en las células B de la
ZM facilitarian la captura de complejos formados por antigenos polisacdridos y

161,163
componentes del complemento

. La primera sefal para la activacion de las células B de
la ZM proviene del reconocimiento del antigeno por el BCR y se ha propuesto que la
segunda senal para la activacion en forma T-independiente podria estar inducida por
ligandos de los receptores tipo Toll. Sin embargo, la diferenciacion de las células B de la
ZM a células plasmaticas pareceria depender de sefiales proporcionadas por CDs

especializadas caracterizadas por una baja expresion de CD11¢'%.
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Estas CDs son capaces de capturar patdogenos de la sangre, activarse y migrar hacia la ZM
del bazo para interactuar con las células B de la ZM y poseen ademds capacidades
migratorias y fagociticas mucho mayores comparadas a otras CDs activadas'®®. Sin
embargo, los mecanismos por los cuales estas CDs presentan antigenos a las células B de la
ZM no estan claros.

En los ultimos afios se ha propuesto que las células B de la ZM ademas de participar en las
respuestas T-independientes podrian participar en las respuestas T-dependientes'>. Esta
idea se basa en el hecho de que las células B de la ZM presentan muchas caracteristicas que
sugieren que son ideales para la presentacion de antigenos proteicos y para la activacion de
las células Tc'®. Por ejemplo, muestran mayores niveles de expresion de las moléculas del
MHC de clase II y de las moléculas coestimulatorias B7 que las células B foliculares. Por
lo tanto, se ha planteado que las células B de la ZM podrian estar involucradas en las
respuestas B extrafoliculares frente a antigenos proteicos'®®. Estas respuestas tendrian lugar
en la pulpa roja o en la interfase entre la zona T y la pulpa roja, no involucrarian la
formacion de CG, y podrian estar acompafiadas por hipermutacion somatica y cambio de
isotipo'®’.

Las células B de la ZM no suelen recircular, sin embargo su activacion provoca la
migracion hacia los foliculos'®®. De esta manera, pueden transportar antigenos a las células
B foliculares'?. Aunque las células B de la ZM podrian contribuir a las respuestas T-
dependientes frente a antigenos proteicos transportando los mismos a las células B
foliculares, también podrian activarse y recibir la ayuda de las células Tc para eliminar a los
mismos. Esta migracion probablemente se produzca debido a la capacidad de los antigenos
de inducir una disminucion en los niveles de expresion de S1P1, permitiendo que las
células B de la ZM se muevan a favor del gradiente de CXCL13 hacia los foliculos.
Ademas experimentos de transferencia de células han demostrado que las células B de la

ZM son capaces de responder a antigenos T-dependientes artificiales'®.

En estos
experimentos se ha observado que -de la misma manera que ocurre en las respuestas T-
independientes- luego de la estimulacion antigénica las células B de la ZM rapidamente se
diferencian a células plasmaticas constituyendo la primera y principal fuente de anticuerpos

IgM contra antigenos T-dependientes. Ademas estos estudios han reportado que las células
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B de la ZM en respuesta a antigenos T-dependientes pueden formar CG, realizar
hipermutacion somatica y generar células de memoria.
A pesar de estos resultados, todavia no hay evidencias directas de la participacion de las

células B de la ZM en las respuestas T-dependientes in vivo.
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La MO

La MO -lugar de origen de todas las células sanguineas- es un tejido blando densamente
celular, formado por los precursores de las células sanguineas y su progenie, y por las
r 1

células estromales (CE) '’

La MO presenta una densa red de senos vasculares medulares (sinusoides). La
hematopoyesis ocurre en los espacios extravasculares entre los sinusoides, de manera que
1 r . 171

as c¢lulas de la sangre y sus precursores se localizan entre los senos medulares .
Numerosos estudios han demostrado que la interaccion de los precursores hematopoyéticos

con una compleja estructura tridimensional formada por las CE y la matriz extracelular

(ECM), es esencial para el desarrollo de una hematopoyesis normal'’*""2.

Células estromales de la MO

El término “estroma” deriva del griego (cama) y del latin (colchon), ya que anteriormente
se pensaba que las CE s6lo proveian un soporte fisico para las células hematopoyéticas' ">
174,

Posteriormente se observd que la interaccion entre las CE y los precursores
hematopoyéticos —entre ellos los de los linfocitos B- era crucial para su desarrollo, y que
ademas de brindar el soporte mecanico, las CE producian factores necesarios para la

175,176

proliferacion y diferenciacion de los linfocitos B . Entre los factores secretados por las

CE se encuentran citoquinas, IL, quemoquinas y factores de crecimiento'”>!"®,

Ademas se ha demostrado que las interacciones entre las CE y los precursores de células B
a través de moléculas de adhesion, son esenciales no sélo para la retencion de los
precursores en la MO, sino también para la activacion de diferentes vias de sefializacion
involucradas en la sobrevida y proliferacion de los mismos'”’'#!,

Por otro lado, las CE son las encargadas de sintetizar la ECM y se ha reportado que las
interacciones entre las integrinas de los precursores de células B y los componentes de la

ECM resultan criticas para la maduracion de los linfocitos B'7%'#!%,

34



La poblacion de células que forman el estroma de la MO es heterogénea. Originalmente se
creia que el estroma de la MO estaba formado basicamente por dos tipos celulares, las
células epiteloides y los macrofagos'®*. Posteriormente se observo que el estroma de la MO
estaba compuesto por una mayor diversidad de tipos celulares, tales como células
endoteliales, reticulares, adipocitos, macréfagos, osteoclastos y osteoblastos! 7% 174185186

Las CE son heterogéneas ademds en su origen. Mientras que las células reticulares,
adipocitos y osteoblastos derivan de células madre mesenquimales (MSCs), los macréfagos

. . re: 1871
y osteoclastos tienen origen hematopoyético'*”'*.

Fenotipo de las CE de la MO

A. Células endoteliales

Las células endoteliales estan presentes en todos los vasos sanguineos del cuerpo. En la
MO forman una barrera entre las células hematopoyéticas en desarrollo y la sangre.
Constituyen el sitio de entrada a la MO de todas las células sanguineas desde la circulacion
y también el lugar por el cual las células de la sangre abandonan la MO para entrar en el
torrente sanguineolgg.

Las arterias entran a la MO a través del hueso cortical y continlan como capilares que
confluyen en un sistema complejo de sinusoides de paredes delgadas y que se ramifican a

lo largo de la cavidad de la médula'®®

. Algunos de estos capilares tienen un lumen abierto, y
permiten un flujo de sangre lento y la salida de las células de la sangre que son generadas
en la médula.

Entre los marcadores que caracterizan a las células endoteliales se encuentran la molécula
de adhesion celular endotelial plaquetaria-1 (PECAM-1) también conocida como CD31, el
antigeno de células progenitoras hematopoyéticas CD34, el receptor de angiopoyetinas
(Tie-2), el receptor del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGFR2) y la enzima

oxido nitrico sintetasa III (eNOS)'*"'*,
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B. Células reticulares

Las células reticulares constituyen el tipo mas abundante de CE de la MO'*'™*. Se las
denomina también células reticulares adventicias o fibroblastos estromales'’*. Las células
reticulares se caracterizan por poseer numerosas y largas ramificaciones y por la expresion
de altos niveles de fosfatasa alcalina (ALP)'"*'**'** Ademas, de sintetizar y mantener la
red de fibras reticulares (coldgenos tipo III) que proporcionan el apoyo fisico para las
células hematopoyéticas, las células reticulares sintetizan coladgenos tipo [ y
osteonectina' "+,

Las células reticulares adventicias se localizan alrededor de los senos vasculares'** y bajo
ciertas circunstancias pueden diferenciarse a adipocitos y a osteoblastos' ™.

A pesar de que se tiene conocimiento de que las células reticulares expresan la molécula de
adhesion celular vascular 1 (VCAM-1) también conocida como CDI106, son células

pobremente caracterizadas y todavia no se ha encontrado un marcador especifico que

permita identificarlas'**.
C. Adipocitos

Los adipocitos se caracterizan por ser células de gran tamafio (50-150 pum) con forma
redondeada, especializadas en el almacenamiento de grasa. Contienen grandes depositos de
triglicéridos que forman una o mas gotas lipidicas desplazando al nucleo y citoplasma hacia
la periferia celular'®,

A pesar de que se han identificado varios factores de transcripcion involucrados en la
diferenciacion a adipocitos, como el receptor activado por factores de proliferacion

peroxisomal de tipo gamma (PPARy)"’

y las proteinas de union al enhancer CCAAT
(C/EBP)'®, en la actualidad no se ha logrado un marcador fenotipico para las células
grasas. Sin embargo, pueden ser evidenciadas en cultivo mediante distintas técnicas de
coloracidén que permiten observar las gotas lipidicas de los adipocitos, como por ejemplo la

oy . 172
coloracion con el colorante rojo oleoso™ ™.
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Se ha reportado que los adipocitos derivan de las células reticulares adventicias'’. Las
células reticulares adventicias pueden acumular lipidos y convertirse en adipocitos
principalmente bajo dos circunstancias: a) durante el crecimiento del hueso, cuando la
expansion de la cavidad medular genera espacio disponible que supera a lo requerido por
las células hematopoyéticas, b) cuando hay una reduccion en el niimero de células
hematopoyéticas®”.

Se ha reportado que los adipocitos se encuentran en areas desprovistas de células
hematopoyéticas y que las regiones de la MO que son hematopoyéticamente inactivas estén
llenas de grasa'***. Ademas se ha observado que la MO de pacientes con hipoplasia
inducida por quimioterapia puede formar células grasas espontaneamente'”” y que bajo una
mielosupresion las células reticulares adventicias pueden acumular grasa rapidamente y
convertirse en adipocitos'’?. Por lo que se ha propuesto que la adipogénesis podria ser una
respuesta fisiologica frente a un déficit hematologico.

Por otro lado se ha reportado que el namero de adipocitos incrementa con la edad'*®.

Sin embargo, el rol de los adipocitos en la hematopoyésis no estd muy claro. Se ha
postulado que podrian actuar como inhibidores de la hematopoyesis o como reguladores del

tamafio del nicho hematopoyético'***"".

D. Osteoblastos

El tejido 6seo esta sometido constantemente a un proceso de remodelacion. Por un lado los
osteblastos promueven la formacion del hueso, y por el otro los osteoclastos promueven la
resorcion osea’’”.

Los osteoblastos se encuentran generalmente a lo largo del endostio, la capa interna del
hueso. Entre las funciones de los osteoblastos se encuentran la sintesis, deposicion y
mineralizacion de la ECM del hueso, y la regulacion de la diferenciacion de los

osteoclastos'®22,
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E. Osteoclastos

Los osteoclastos se originan a partir del mismo precursor hematopoyético que los
macrofagos'**2%. Se caracterizan por ser células multinucleadas de gran tamafio, producto
de la fusion de precursores mononucleras osteoclasticos (preosteoclastos) y por poseer una
porcion de su membrana con numerosas microvellosidades (borde en cepillo), rodeada de
un citoplasma libre de organelas llamada "zona clara"'%242%,

Durante la resorcion osea, los osteoclastos secretan protones y enzimas (principalmente
catepsina K) a través de las microvellosidades, que estan en contacto con el hueso. Los
protones son secretados a través de bombas de protones y favorecen la disolucion de
minerales, creando un microambiente acido en el cual las enzimas pueden degradar al
colageno. Este microambiente esta delimitado por la formacion de un anillo de actina, entre
el osteoclasto y la superficie dsea, que alberga a los protones y enzimas'*2%*2%,

Tanto el desarrollo de las microvellosidades como la formacion del anillo de actina
requieren de una activa reorganizacion del citoesqueleto de la célula®*2%.

Ademas se ha reportado que por medio de la integrina avP3, los osteoclastos se unirian
firmemente a distintas proteinas del hueso (vitronectina, fibronectina, osteopontina)***%’.
Tanto el desarrollo como la activacion del osteoclasto requieren de RANKL, el ligando del
receptor activador del factor nuclear kappa-B (RANK) 2**2%°, Por otra parte la actividad de

los osteoclastos es inhibida por la calcitonina'®*2%*.

F. Macrofagos

Los macréfagos son el segundo componente mas abundante del estroma de la MO'”'*. La
MO contiene dos tipos de poblaciones de macrdéfagos: centrales y endosteales. Los
macrofagos centrales se localizan a lo largo de la MO y estdn asociados a los precursores
eritropoyéticos sosteniendo la eritropoyesis™*. Los macrofagos endosteales u “osteomacs”
promueven la funcion osteoblastica y la formacion de huesos®’. Los macréfagos se
caracterizan por la expresion de las moléculas del MHC de clase II, CD14, CD11b, F4/80,
CD80 y CD86'"! 192207
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Factores reguladores de la linfopoyesis B

La sobrevida, diferenciacion, proliferacion y desarrollo de las HSCs y de los progenitores
hematopoyéticos (incluidos los progenitores de células B), asi como la actividad funcional
de las células maduras, esta regulada por la accion de diversos factores de crecimiento
producidos y secretados por las CE'*!17>176:194,

Se han identificado diversos factores de crecimiento esenciales para el desarrollo de los
linfocitos B como el factor de células madre (SCF), la IL-7, la quemoquina CXCL12 y el
ligando de FLT3 (FLT3L)'">""®1*2%8 También se han identificado reguladores negativos
de la linfopoyesis B como el TGF-B y el IFN-y*%.

La mayoria de los factores necesarios para el desarrollo de las células B actiian sobre

determinados estadios de diferenciacidon de los mismos.

La quemoquina CXCL12, también conocida como factor 1 derivado de células estromales
(SDF1) 6 factor estimulante del crecimiento de las células pre-B (PBSF), tiene un rol
crucial en el desarrollo de las células pre-pro-B*'°. El principal receptor fisiologico para la
quemoquina CXCL12 es CXCR4, que es expresado por todos los estadios de células B a lo
largo de su ontogenia’''. Se ha reportado que ratones deficientes en CXCL12 o CXCR4
carecen de linfopoyesis B, demostrando la importancia del eje CXCL12-CXCR4 en dicho
proceso’'>*"*. Ademas, se ha demostrado que la presencia de CXCLI12 incrementa la
adhesion de las células pre-pro-B a las CE y que CXCR4 es esencial para la retencion de
los precursores de las células B en la MO, evitando su liberacion a la sangre periférica
(SP)214216

El eje CXCL12-CXCR4 también es fundamental en la regulacion de la migracion de las
células plasmaticas hacia la MO, ya que en ratones deficientes para CXCR4 las células

» . . 214,217
plasmaticas no migran hacia la MO~ ™",

El FLT3 se expresa en la membrana de las CE y puede ser clivado proteoliticamente para

218

generar una proteina soluble””. Tanto la forma de membrana como la secretada son

biolégicamente activas.
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La interaccion entre el FLT3L con su receptor FLT3 expresado por las células pre-pro-B es

219

esencial para su desarrollo” ”. Ademas, ratones deficientes en FLT3L presentan una drastica

reduccion en el numero de CLPs, con la consecuentemente disminucion de los progenitores
de células B y T*.

Recientemente se ha demostrado que la presencia de FLT3 activa la via de sefalizacion
mediada por Ras induciendo la proliferacion de los CLP y de las células pre-pro-B*'.

Se ha reportado que la deficiencia conjunta de FLT3 y del receptor de la IL-7 (IL-7R)
produce la ausencia total de células B-2 y células B-1, afectando también la linfopoyesis B
fetal”*.

Ademas se ha demostrado que el FLT3L junto a la IL-7 o al SCF potencia el crecimiento de

las células pre-pro-B*".

En cuanto a la IL-7, fue identificada por su potencial para inducir la proliferacion de células
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pro-B°“” y es la primer IL que ha demostrado ser esencial para el desarrollo linfoide
Ratones deficientes en IL-7 o en IL-7R presentan defectos graves en el desarrollo de los
linfocitos B y T******. Ademés se ha observado que la MO de ratones deficientes en IL-7 o
IL-7R presenta nimeros normales de células pre-pro-B, mientras que el nimero de células
pro-B, pre-B y de estadios de células B mas maduros se encuentra severamente
disminuido™***.

Se ha reportado que la proliferacion de las células pro-B requiere de la activacion de la via
de senalizacion IL-7R/STATS. A su vez se ha demostrado que Ras promueve la
proliferacion de células pro-B aumentando los niveles de IL-7R y suprimiendo la expresion
de socs2 y socs3, que actian como reguladores negativos de STAT5>'.

Ademas la IL-7 promueve la expresion de distintos factores de transcripcion como E2A,
EBF y Pax-5 los cuales son esenciales para inducir el compromiso hacia el linaje B y para
iniciar los rearreglos VDJ de las Ig**%*.

Por otro lado la IL-7 también es capaz de mediar la sobrevida de los precursores de células

By se cree que lo hace a través de la induccion de la proteina antiapoptotica MCL17%®,
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Por su parte el SCF, citoquina unida a la membrana de las CE, interacta con el receptor c-
kit presente en las células pro-B estimulando su desarrollo®****°. Los ratones deficientes en
SCF o c-kit presentan fenotipos similares, con bloqueos en el desarrollo de muchos tipos
celulares, incluyendo a células primordiales germinales, melanoblastos y células
hematopoyéticas. Por lo tanto, la reduccion en el nimero de precursores de células B en los
ratones deficientes en c-kit probablemente se deba a alteraciones producidas a nivel de los

CLPs*!.

Entre los factores que tienen un efecto negativo sobre el desarrollo de las células B se

encuentra el TGF-f. Como regulador negativo de la linfopoyesis B, inhibe la proliferacion

y estimula la apoptosis de las células pro-B y pre-B**

inhibicién de la actividad de 1L-72*°.

. Este efecto estaria mediado por la

Otro regulador negativo del desarrollo de las células B es el IFN-y. Se ha demostrado que el
IFN-y produce un arresto en la proliferacion de las células pre-B lo que conduce a su

24 Ademas se ha reportado que la estimulacion de lineas de células

muerte por apoptosis
pre-B con IFN-y conduce a una menor capacidad de respuesta a IL-7-°. También se ha
demostrado que niveles incrementados de IFN-y producirian una disminucién en el nimero

de células pre-B>°.

Nichos celulares para los linfocitos B

Se ha propuesto que las CE de la MO crean microambientes especificos, conocidos como
nichos, que proporcionan el soporte y factores esenciales para el desarrollo y
mantenimiento de las distintas células hematopoyéticas, entre ellas, el de las células

170,194,214,237,238
B0 He37258

En los ultimos afos se han identificado distintos tipos de CE implicados en la formacion de

194,214,237,238

nichos celulares especificos para el desarrollo de las células B . Entre ellos se

encuentran los osteblastos, los osteoclastos y distintas poblaciones de células reticulares
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entre las cuales se encuentran las células CAR, caracterizadas por la alta expresion de
CXCLI12, los fibroblastos caracterizados por la expresion de IL-7 (IL-7+) y las células

positivas para galectina-1 (GAL1+)'7%194:214:237-239

A. Osteoblastos

Tanto estudios in vitro como in vivo, han demostrado que los osteoblastos son reguladores
esenciales del desarrollo de todas las células sanguineas, incluyendo el de las células B**"-
41 Se ha observado que la deplecion de células del linaje osteoblastico induce una marcada
reduccion de células B totales asi como de progenitores eritroides®*. Un estudio reciente
muestra ademas que cultivos primarios de osteoblastos murinos son capaces de sostener el
desarrollo de las células B in vitro y que la deplecion de osteoblastos in vivo reduce
severamente los niveles de células pre-pro-B y pro-B de la MO**. El hecho de que los
osteoblastos producen CXCL12, IL-7 y SCF podria asociarse a su rol en la regulacion de la

diferenciacion de los linfocitos B2402424,

B. Osteoclastos

Varios estudios han demostrado que la actividad de los osteoclastos puede modular el
desarrollo de las células B. Por ejemplo en ratones con mutaciones que conducen a
osteopetrosis (enfermedad caracterizada por la ausencia o menor actividad de los
osteoclastos) se ha observado un defecto en el desarrollo de las células B**72%.

Entre los modelos de osteopetrosis se encuentran los ratones oc/oc, portadores de una
mutacion en el gen Tcirgl. En estos ratones los osteoclastos son inactivos y la transicion de
las células pro-B a pre-B esta bloqueada como consecuencia de los menores niveles de IL-7
en la MO, lo que conduce a un mayor porcentaje y nimero de células pro-B**>*".

Estudios posteriores demostraron que por medio de la transferencia de células dendriticas

(CDs) de ratones normales a ratones oc/oc, es posible reestablecer la actividad de los

osteoclastos e incrementar la linfopoyesis B, indicando la importancia de la actividad de los
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osteclastos en el establecimiento de un microambiente adecuado para el desarrollo de las
células B en la MO >,

Ademas estudios en los que se indujo una osteopetrosis leve por medio de la inyeccion de
acido zoledronico en ratones normales, demostraron que la actividad de los osteoclastos
juega un rol en el control del desarrollo de las células B en la MO a través de la regulacion

, . . . 2
de las células mesenquimales que forman los nichos de células B, como los osteoblastos™”.

C. Células CAR

Estudios enfocados en la quemoquina CXCL12 revelaron que células reticulares especiales
de la MO, denominadas células CAR, funcionarian como nichos para las HSCs y para los
precursores mas tempranos de células B'7*+*14237:234,

Las células CAR se caracterizan por expresar altos niveles de CXCL12 y SCF, por su
distribucion uniforme en la MO rodeando los senos vasculares, y por sus ramificaciones
largas a través de las cuales generan las redes reticulares'®*?'*#7** TLas células CAR
carecen de la expresion de marcadores endoteliales (CD31), osteoblasticos (osteopontina y
osteocalcina), hematopoyéticos (CD45) o de células musculares lisas (a-SMA), mientras
que son positivas para VCAM-1, CD44, PDGFRa y PDGFRP?'*#7%% Ademas, las células
CAR tienen potencial para diferenciarse a adipocitos y osteoblastos*. Todos estos datos
indican que las células CAR son una subpoblacion de las células reticulares de la MO'**',
Numerosas evidencias sugieren las células CAR funcionarian como nicho para las células
B. Por ejemplo, se ha observado que la mayoria de las células pre-pro-B y de células
plasmaticas estan en contacto con las prolongaciones de las células CAR"**'*. Ademas, se
ha reportado que una disminucion en el nimero de células CAR correlaciona con un

descenso en la produccion de SCF y CXCL12, indicando que las células CAR son la
principal fuente de SCF y CXCL12 en la MO*”.
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D. Células IL-7+

Se ha identificado una subpoblacion de fibroblastos reticulares de la MO caracterizada por
la expresion de IL-7""**'*** Las células IL-7+ se encuentran distribuidas por toda la MO,
son negativas para CD31 y positivas para VCAM-1, CD54, PDGFRa, y BP1'9*2!%2%,

Se ha reportado que las células pro-B se encuentran asociadas a las células IL-7+,
indicando que las cé€lulas IL-7 formarian un nicho especifico para este estadio de desarrollo

y 194,214
de las células B*+*',

E. Células GAL1+

Recientemente se ha identificado una nueva poblacion de células reticulares positivas para
galectina-1, que funcionaria como nicho especifico para las células pre-B. Las células
GALI+ son negativas para VCAM-1, PDGFRa, BP1, Sca-1 y nestina y positivas para
CD54 y CD31. A pesar de que las células GALI1+ expresan CD31, carecen de CD34 o Tie-

2 indicando que no pertenecen al linaje de células endoteliales™.

El conjunto de los estudios sobre las CE y su influencia en la linfopopoyesis B ha sugerido
la presencia de nichos estromales especificos para cada uno de los estadios de desarrollo de
los linfocitos B, los cuales tendrian una localizaciéon anatomica particular. Estos nichos
estromales podrian estar involucrados en la regulacion de la transicion de los linfocitos B
de un estadio de diferenciacion al siguiente'***'4%%

Actualmente se propone que conforme avanzan en su desarrollo, los linfocitos B se van

e . 194,214,239
desplazando entre los distintos nichos =™

(figura D). Las células pre-pro-B que estan
en contacto con las células CAR, se desplazarian hacia el nicho formado por las células IL-
7+ diferenciandose a células pro-B. Luego las células pro-B se dirigirian al nicho formado

194.214239 pGr el momento no se ha

por las células GAL1+ para diferenciarse a células pre-B
identificado un nicho especifico para las células B inmaduras. En cambio, se ha reportado

que las células B maduras se encuentran asociadas a CDs perivasculares mientras que las
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células plasmaticas contactan con las células CAR y dependen de distintos factores de

194,214,238

sobrevida secretados por las células CAR, megacariocitos y eosinofilos
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Figura D. Nichos celulares para los linfocitos B. Los distintos estadios de desarrollo de las células B estan
asociados a nichos celulares especificos. Las células madres hematopoyéticas (HSCs) y las células pre-pro-B
estan en contacto con las células CAR (a), mientras que las células pro-B se localizan junto a las células IL-
7+ (b). Las células B inmaduras abandonan la médula 6sea a través de los vasos sanguineos para completar su
maduracion en el bazo (¢). Las células B y T virgenes se encuentran en un nicho perivascular constituido por
una red de células dendriticas (d). Las células T CD4+ de memoria residen cerca de las células IL-7+ y se
encuentran generalmente en un estado quiescente (e). Las células plasmaticas también se encuentran
asociadas a las células CAR. Las células CAR, los eosinéfilos y los megacariocitos secretan factores que
favorecen la sobrevida de las células plasmaticas (f). Adaptado de Francois E. Mercier, Christine Ragu y

David T. Scadden. Naz Rev Immunol 2011; 12: 49-60>%,
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Organos linfoides secundarios

Los 6rganos linfaticos secundarios son estructuras especializadas disefadas para filtrar la
sangre y la linfa y promover las respuestas inmunes apropiadas contra numerosos antigenos
pertenecientes a una amplia gama de microorganismos patdégenos. La compartimentacion
estratégica de los linfocitos B y T en estos 6rganos y los mecanismos altamente regulados
que maximizan la captura, el procesamiento y la distribucion de los antigenos a las células
inmunes, son componentes que han evolucionado para maximizar la probabilidad que
células B y T especificas para un antigeno se encuentren con el antigeno e inicien las
respuestas inmunes apropiadas>°.

Las respuestas inmunes humorales dependen del encuentro de la célula B con su antigeno,
la interaccion con las células Tc, la proliferacion y diferenciacion a células plasmaticas
secretoras de anticuerpos de baja afinidad o luego de la formacion de CG a células
plasmaticas secretoras de anticuerpos de alta afinidad y células B de memoria. Cada uno de
estos eventos ocurre en diferentes subcompartimentos de los 6rganos linfaticos donde se
encuentran distintos tipos de CE. Las células B deben migran de nicho en nicho de una
manera rapida y altamente regulada para poder montar una respuesta efectiva. La
quemoquina CXCL13 juega un rol central atrayendo a los linfocitos B hacia los foliculos,
mientras que las quemoquinas sintetizadas por las zonas T atraen a las células B activadas
hacia las mismas®°.

Los organos linfaticos secundarios incluyen a los ganglios linfaticos (GL), el bazo y el

tejido linfoide asociado a mucosas.

Ganglios linfaticos

Los GL son pequefios agregados nodulares de tejido rico en linfocitos que se distribuyen a
lo largo de los conductos linfaticos por todo el organismo.
Cada GL esta rodeado por una cépsula fibrosa y presenta dos regiones: una corteza externa

y una médula interna (Figura E). En la corteza, se distingue una zona profunda adyacente a
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la médula rica en linfocitos T denominada paracorteza (zona T) y mds superficialmente se
encuentran las areas ricas en linfocitos B (zona B), constituidas por los foliculos primarios
y secundarios, los cuales se caracterizan por la presencia de CG.

La zona T es una region rica en CE denominadas fibroblastos reticulares (FRs) las cuales
sintetizan fibras reticulares formando una red que contiene a los linfocitos T y a las CDs*”".
Los FRs sintetizan altas cantidades de las quemoquinas CCL19 y CCL21, atrayendo de esta
manera a los linfocitos T virgenes y a las CDs los cuales expresan el receptor para estas
quemoquinas CCR7%*2%,

Por su parte, los foliculos presentan dos poblaciones de CE que forman las redes

261,262
16,6

reticulares: las CDF, que presentan una localizacion centra y las células reticulares

263-264

marginales (CRM), de localizacion mas periférica . Las CE foliculares secretan

grandes cantidades de CXCL13 que atraen a los linfocitos B virgenes hacia los foliculos a
través de su receptor CXCR5202%*,

La segregacion anatémica de los linfocitos T y B garantiza que estas poblaciones celulares
se mantengan separadas hasta el momento en que deben interactuar. Después de la
estimulacion antigénica, los linfocitos T y B varian la expresion de los distintos receptores
de quemoquinas para poder migrar y encontrarse para interactuar. De manera de que luego
de la activacion, las células B incrementan la expresion de CCR7 para migrar hacias las
zonas T, mientras que los linfocitos Tc activados disminuyen la expresion de CCR7
ubicandose en el limite entre los foliculos y las zonas T2>%%°

Por su parte la médula, es un laberinto de senos linfaticos drenantes separados por cordones
medulares que contienen células plasmaticas, algunos macrofagos y linfocitos T de
memoria.

Inmediatamente por debajo de la cépsula se encuentra el seno cortical, donde los vasos
linfaticos aferentes descargan su contenido. Ademas, el seno cortical junto al seno medular
albergan a la mayoria de los macrofagos, los cuales capturan y fagocitan a las grandes
particulas que penetran en el ganglio a través de la linfa.

Si bien los antigenos pueden ser transportados pasivamente por la linfa hasta los GL, la

mayoria penetra en los GL a través de CDs. Las CDs capturan a los antigenos microbianos

en el sitio de infeccidn y migran hacia los GL, ingresando a los mismos por medio de vasos
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linfaticos aferentes. La linfa que penetra en los GL difunde a través del estroma y las CDs
portadoras del antigeno se dirigen hacia las zonas T. El resultado de la captacion del
antigeno es la concentracion del mismo en los GL y su presentacion a los linfocitos T
especificos.

Por su parte, los linfocitos T y B virgenes abandonan la circulacion y penetran en el

estroma de los GL a través de vasos especializados denominados vénulas del endotelio alto
(VEA)*®.

Localizacién de Localizacién de las Flujo linfatico
los linfocitos i células dendriticas Vaso linfatico
Células Células dendriticas aferente
dendriticas n
Células plasmaticas « foliculares A
Linfocitos T ' i
Linfocitos B .

Vasos sanguineos

VEA
Centro
germinal

Seno
intermedio

Seno
Senos cortical
linfaticos o
Seno medular
Cordon linfatico

Trabécula

Vaso linfatico eferente
Arteria
Vena

Foliculo Capsula

Figura E. Representacion esquematica de la organizacion de los ganglios linfaticos. La corteza del
ganglio estd constituida principalmente por linfocitos B organizados en foliculos primarios o secundarios.
Estos foliculos también contienen a las células dendriticas foliculares, encargadas de la migracion de los
linfocitos B hacia los mismos. Los linfocitos T se localizan en la corteza y en la paracorteza donde interactuan
con las celulas dendriticas. La region central, la médula, contiene mayoritariamente células plasmaticas y
linfocitos B. Las células entran a los ganglios linfaticos a través de los vasos linfaticos aferentes o a través de
las vénulas del endotelio alto (VEA) y salen por los vasos linfaticos eferentes. Adaptado de Katrin S. Blum y
Reinhard Pabst. J Anat 2006; 209: 585-595.
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Bazo

El bazo es uno de los d6rganos principales que filtran la sangre, situado en una posicion
privilegiada para capturar antigenos y permitir que las células tanto del sistema inmune
innato como del adaptativo respondan rapidamente a patogenos de la sangre®’.

El bazo esta rodeado por una capsula fibrosa a partir de la cual nacen trabéculas que
atraviesan el tejido proporcionando un soporte para el 6rgano y su vasculatura®’.

La sangre penetra en el bazo a través de la arteria esplénica en la region del hilio, la cual se
ramifica en arteriolas centrales que estan rodeadas por los compartimentos linfoides
organizados conocidos como pulpa blanca®’. Las arteriolas centrales se ramifican en
numerosas y pequeias arteriolas foliculares en la pulpa blanca, las cuales dirigen el flujo
sanguineo al seno marginal'>. Este seno marginal separa la pulpa blanca de la ZM**, que
constituye la interfaz entre la pulpa blanca y la pulpa roja del bazo'**(Figura F).

En la pulpa blanca, las arteriolas centrales estan rodeadas concéntricamente por una vaina
periarteriolar linfoide, que son las zonas T, y por los foliculos de células B. Las zonas T en
el bazo contienen a los linfocitos T CD4" y CD8" y a las CDs, que estan sostenidos por la
red de FRs. En los foliculos de células B, las células B estan sostenidas por la red central de
CDF vy la red periférica de CRM, situada por debajo del seno marginal®’2%2%,

En cuanto a la pulpa roja esta constituida por un entramado reticular denso conformado por
fibras reticulares, FR y macréfagos que se encargan del recambio de los globulos rojos y de
eliminar las bacterias®’.

La ZM contiene distintos tipos celulares, entre ellos, las células B de la ZM, los macréfagos
de la ZM (MZM), los macréfagos metalofilicos (MMM) y distintas subpoblaciones de CDs

embebidas en una densa red de CE*®

. Los antigenos, particulas y patdogenos que penetran
en el bazo a través de la sangre son fagocitados por los MZM, mientras que las células B de
la ZM y las CDs pueden migrar hacia la pulpa blanca para transportar o presentar los
antigenos a las células B y T respectivamente”’.

La mayoria de los linfocitos virgenes que penetran en el bazo desembocan en el seno
marginal y son guiados a través del gradiente de quemoquinas hacia la pulpa blanca'>. Al

igual que ocurre en los GL, los linfocitos B y T estan anatdmicamente separados en el bazo
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por mecanismos similares a los que operan en los GL. En respuesta a las quemoquinas
CCL19 y CCL21 los linfocitos T son guiados hacia las zonas T, mientras que la
quemoquina CXCL13 dirige a los linfocitos B hacia los foliculos®**”’. Por otro lado, la
ubicacion de las células B en la ZM requiere de la sefalizacion mediada por S1P1, que
contrarresta la influencia del gradiente de CXCL13 de reclutar a las células B hacia los

’ 152,1
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Figura F. Representacion esquematica de la arquitectura del bazo. Las arteriolas centrales estan rodeadas
concéntricamente por la vaina periarteriolar linfoide, que corresponde a la zona de células T, y por los
foliculos de células B. Estas arteriolas se ramifican en arteriolas foliculares que desembocan en el seno
marginal. La zona marginal se encuentra entre el seno marginal y la pulpa roja del bazo. El recuadro
representa una ampliacion de la zona marginal. AF: arteriola folicular; CR: célula reticular; PR: pulpa roja;
SM: seno marginal; MMM: macréfagos metalofilicos de la zona marginal; BZM: células B de zona marginal;
MZM: macréfagos de la zona marginal; PB: pulpa blanca. Adaptado de Shiv Pillai, Annaiah Cariappa y
Stewart T. Moran. Annu Rev Immunol 2005; 23: 161-196.
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Catepsina L

El mantenimiento de un organismo saludable se basa en gran medida en el control de la
biosintesis, maduracion, funciéon y degradacion final de las proteinas. Las enzimas
proteoliticas contribuyen en estos procesos mediante el clivaje de enlaces peptidicos. Para
que los distintos eventos proteoliticos ocurran de una forma selectiva y controlada, el
genoma humano codifica para mas de 550 proteasas y mds de 200 inhibidores de
proteasas’ "%,

Las proteasas pueden ser subdivididas en cinco categorias: metaloproteasas, cistein-
proteasas, serin-proteasas, aspartato-proteasas y treonin-proteasas’ .

Un tipo especial de proteasas lisosomales son las catepsinas. Las catepsinas se clasifican
seglin su mecanismo de accion en serin (catepsinas A y G), aspartato (catepsinas D y E) y
cistein (catepsinas B, C, F, H, K, L, O, S, V, W y Z) catepsinas®’*. La mayoria de las
catepsinas son endopeptidasas, mientras que algunas también se comportan como
exopeptidasas®’>*’. Todas las catepsinas son sintetizadas como precursores inactivos. La
endopeptidasas se activan por autolisis a pH acido en los lisosomas y las exopeptidasas por
endopeptidasas®’®.

En general, las cistein catepsinas son estables en compartimentos celulares dcidos como los
lisosomas y endosomas, y son capaces de clivar eficientemente una amplia variedad de
sustratos. Sin embargo, ratones KO para diferentes catepsinas no muestran defectos en la
degradacion de proteinas en el compartimiento endolisosomal, lo que sugiere que estas
proteasas presentan solapamiento funcional en dicho compartimento®’ ">,

Las cistein proteinasas lisosomales han sido consideradas por mucho tiempo enzimas con
funciones exclusivas en la degradacion terminal de las proteinas en el compartimento

. 280
lisosomal

. Esta idea estuvo basada en su gran abundancia en los lisosomas, su amplia
distribucion tisular, y porque una gran parte de la degradacion proteolitica intracelular
puede ser suprimida por inhibidores especificos de las cistein proteasas®'. A pesar de ello,
durante la ultima década, se ha descubierto que las catepsinas desempefian funciones
importantes y especificas tanto en el espacio extracelular como en otros compartimentos

282,283 1284,285

, ) . , 286
celulares, tales como en las vesiculas secretorias , en el citoso ,yenelnicleo™.
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Las catepsinas se sintetizan con un péptido sefial N-terminal que las dirige hacia el lumen
del reticulo endoplasmatico (RE). El péptido senal es removido en el RE y se produce una
N-glicosilacion de la proteina que resulta en la adicion de muchos residuos de manosa. Las
catepsinas destinadas a los lisosomas se dirigen hacia el aparato de Golgi donde se produce
la fosforilacion de las manosas. Esta sefial dirige a la proteina hacia los endosomas. Tras la
acidificacion en los endosomas, las catepsinas se activan y comienza el procesamiento
proteolitico el cual produce una cadena pesada y una liviana. En la catepsina-L (CTSL), la
cadena pesada (24/25 kDa) y la liviana (6 kDa) se encuentran unidas entre si por un puente
disulfuro.

Adicionalmente, una pequeiia proporcion de las catepsinas (aproximadamente el 5%) no es
dirigida a los lisosomas, ya que las manosas no son fosforiladas, y por lo tanto son
secretadas como proenzimas.

Ademas, por splicing alternativo®®’, se producen catepsinas que carecen del péptido sefial
que las dirige al RE y pueden localizarse en el nucleo®*® y en las mitocondrias®™.

Tanto la sintesis como la secrecion de la CTSL son reguladas por multiples factores tales
como hormonas, factores de crecimiento y otras proteinas lisosomales®™’. Una vez activada,
la CTSL puede tener un enorme potencial degradativo por lo cual su actividad debe ser
finamente regulada. La actividad de la CTSL es en parte controlada por inhibidores de
cistein-proteasas lisosomales como las estefinas, cistatinas y quinindgenos. Las estefinas
son inhibidores intracelulares, mientras que las cistatinas y quinindgenos inhiben Ia
actividad extracelular de la CTSL**°. Adicionalmente, se ha descripto que existen otros
inhibidores que poseen dominios de tiroglobulina tipo I, como la tirotropina o el fragmento
p41 de la cadena invariante, que actian especificamente sobre la actividad de la CTSL*".
Contrariamente, se ha descripto que el IFN-y incrementa la actividad de la CTSL en lineas

- - . 292
celulares derivadas de monocitos/macrofagos™~.
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Funciones de la CTSL

La CTSL desempefia un papel importante en el recambio proteico®””. Ademas de su rol en
el catabolismo de las proteinas, se ha descripto que la CTSL posee funciones especificas en
los lisosomas, citoplasma, nucleo, mitocondrias y en el espacio extracelular”*. Por ejemplo,
participa en el procesamiento de hormonas y neuropéptidos®”, en la degradacion de
factores de transcripcion®*®, en la presentacion de antigenos via el MHC de clase II por las

297,298

células del epitelio timico®® y en la remodelacion de la ECM . Las diferentes

funciones de la CTSL dependen del tipo celular en el cual se expresa y del compartimento
celular en el que se localiza.

Datos recientes sugieren que entre las funciones extralisosomales de la CTSL se encuentran
la regulaciéon del citoesqueleto en los podocitos renales”. En cuanto a sus funciones
nucleares, se ha descripto que la CTSL interviene en el procesamiento de la histona H3
durante la diferenciacion de las células madre embrionarias®® y en los fibroblastos es capaz
de clivar al factor de transcripcién Cux12*¢.

Por otra parte, la CTSL participa en determinadas funciones fisioldgicas, incluyendo la
regulacion de la homeostasis de la epidermis®'>%, del ciclo folicular del pelo, de la funcion

305-307

cardiaca y de la neovascularizacion inducida por células progenitoras endoteliales®®.

Ademas, la CTSL actua en los procesos de reciclado durante el crecimiento axonal y en la
formacion de sinapsis durante el desarrollo del sistema nervioso central®®.
Por otro lado, la CTSL también es secretada al medio extracelular donde participa del

remodelado de la ECM. En este sentido, la CTSL ha demostrado ser una de las mas

310,311

potentes colagenasas y elastasas . Ademas, también es capaz de degradar otros

componentes de la ECM como laminina y fibronectina®'?,

Finalmente, en lo que respecta al sistema inmune, se ha demostrado que la CTSL interviene

313

tanto en la degradacion de la cadena invariante (Ii)” °, como en el procesamiento de los

péptidos presentados por las células del epitelio timico cortical en el contexto del MHC de

296

clase II". Por otra parte, se ha reportado que la expresion timica de la CTSL es esencial

para el desarrollo de las células NK>',
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Patologias asociadas a CTSL

Tanto la ausencia de actividad de CTSL como su sobreexpresion conllevan a distintos tipos
de alteraciones. El uso de ratones KO para CTSL ha proporcionado la mayoria de la
informacion sobre aquellas complicaciones que produce la ausencia de CTSL*".

Como mencionamos previamente, la CTSL es esencial en el procesamiento de la cadena li
por las células corticales del epitelio timico, por lo cual los ratones deficientes en CTSL
muestran un defecto en la seleccion positiva de los timocitos T CD4™!3316317,

Por otro lado, ratones deficientes en CTSL desarrollan pérdida del pelo periddica, con
alteraciones en la morfogénesis y en el ciclo del foliculo piloso; junto con hiperplasia e
hiperqueratosis de la epidermis®®'**. Ambas se atribuyen a una hiperproliferacion de las
células epiteliales del foliculo del pelo y de los queratinocitos basales epidérmicos.
Ademas, ratones KO para CTSL presentan una espermatogénesis anormal’'®, deterioro de
la funcion tiroidea®” y al afio de edad desarrollan una miocardiopatia dilatada®®.

Se ha reportado que ratones deficientes en CTSL desarrollan la enfermedad poliquistica
renal como consecuencia de la acumulacion de Cux1*?°. Este factor de transcripcion, en
condiciones normales reprime a los inhibidores de las ciclinas kinasas p21/p27. En ausencia
de CTSL, disminuye el procesamiento de Cuxl y por ende se acumula, reprimiendo a
p21/p27 y aumentando la proliferacion celular.

Por otro lado, la deficiencia combinada de CTSL y catepsina B en ratones es letal debido a
una atrofia cerebral®*'.

Se ha observado que las complicaciones mas serias debidas a la deficiencia en CTSL
(miocardiopatia dilatatada, hiperqueratosis y la espermatogénisis anormal) no se producen
en los ratones heterocigotas™".

Por otra parte, se ha demostrado que la CTSL estd sobreexpresada en una variedad de

322,323 . , ,
~“: carcinomas de mama, pulmén, estdbmago, colon, cabeza y cuello,

tumores malignos
melanomas y gliomas. La acidificacion del microentorno tumoral, debido al aumento de la
glicolisis anaerdbica, favorece la actividad extracelular de la CTSL***. Cuando su actividad

extracelular se incrementa, la adhesion célula-célula disminuye y aumenta la degradacion
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de distintos componentes de la ECM?'*?**?*_ Por lo tanto, la CTSL pareceria jugar un

papel importante en los procesos de invasion y migracion tumorales.

Rol de la CTSL en el sistema inmune

A. Procesamiento y presentacion antigénica en el contexto de las

moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad de clase IT

Las moléculas del MHC de clase II son expresadas unicamente por un grupo reducido y
especializado de células: las CPAs. Las principales CPAs incluyen a las CDs, macrofagos,
linfocitos B y células epiteliales de la corteza timica. La presentacion de péptidos asociados
al MHC de clase II a partir de antigenos endocitados, supone la degradacion proteolitica de
los mismos a fragmentos peptidicos en los endo-lisosomas y la union de los mismos a las
moléculas del MHC de clase II. Por su parte, las cadenas a y B del MHC de clase II son
sintetizadas y ensambladas en el RE**’. Con el objeto de prevenir la uniéon prematura de los
péptidos presentes en el RE con las moléculas del MHC de clase II, los heterodimeros o3
de clase II se asocian con la cadena Ii, una molécula chaperona multifuncional’”®. Esta
cadena induce la formacion de una estructura trimérica (af-1i)3 que es direccionada a
través del aparato de Golgi hasta los endo-lisosomas®*’, donde se encuentran los fragmentos
peptidicos. En los endo-lisosomas la cadena Ii es degradada obteniéndose un residuo de 24

aminoacidos denominado CLIP

(class IT-associated invariant chain peptide) que ocupa el
sitio de unidén a los péptidos antigénicos hasta que es procesado proteoliticamente.
Mediante la accion de la molécula HLA-DM, se remueve CLIP permitiendo que el sitio sea
accesible a los fragmentos peptidicos antigénicos®”'. Las moléculas del MHC de clase II se
asocian con los péptidos antigénicos y son transportadas a la superficie celular donde
presentan los mismos a los linfocitos T CD4 ">,

Estudios utilizando inhibidores especificos sugieren que las cistein proteasas son

responsables de los pasos de la degradacion de la cadena Ii hasta el péptido CLIP**.
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Mediante la utilizacién de animales KO para catepsina S*****> y CTSL*"? se ha demostrado
que estas proteasas juegan un rol importante en la presentacion antigénica en el contexto
del MHC de clase II. Se observo que la CTSL es importante en la presentacion de péptidos
propios en el contexto del MHC de clase II en las células del epitelio timico cortical®"?,
mientras que la catepsina S participa en la presentacion de péptidos antigénicos en el
contexto del MHC de clase II en los linfocitos B y las CDs de la periferia®**>*°. Nakagawa
y col’". describieron que los ratones KO para CTSL presentan una reduccion de entre el 60
y el 80% en el nimero de linfocitos T CD4" tanto en el timo como en la periferia. Los
ratones KO para CTSL muestran una acumulacion de los fragmentos de la cadena Ii en el
estroma timico y un incremento de CLIP asociado a las moléculas del MHC de clase II en
la superficie celular, sugiriendo que la CTSL clivaria a CLIP en las células del epitelio
timico®"®. En concordancia con datos reportados por otros autores®'”, se ha demostrado en
nuestro laboratorio®'’ que ratones portadores de una mutacion inactivante en el gen que
codifica para la CTSL muestran una alteracion en las etapas tempranas de la seleccion
positiva en el contexto de las moléculas del MHC de clase II, presentando una disminucion
en el nimero de timocitos CD4".

Por otro lado, las catepsinas han sido implicadas en la fragmentacion de los péptidos
antigénicos presentados en el contexto de las moléculas del MHC de clase II°*°. En este
sentido, se ha descripto que la CTSL interviene en la generacion de epitopes antigénicos en

334 Estudios realizados

los endosomas y en la degradacion de moléculas accesorias
comparando ratones deficientes para [i y MHC de clase II, mostraron que si la diversidad y
el nivel de expresion de los complejos péptidos propios-MHC II se reducen notablemente
se produce una disminucion significativa en el nimero de linfocitos T CD4™*72%°_ Se ha
observado, que en los ratones deficientes en CTSL la seleccion positiva de los linfocitos T
CD4+ est4 alterada tanto en el haplotipo I-A° -cuya presentacion antigénica es dependiente
de la degradacion del Ti- como en el haplotipo I-A? -donde la presentacion antigénica es
independiente de la degradaciéon de 1i*°. Utilizando animales doble KO para CTSL y Ii se
observd una disminucién aun mas significativa en la seleccion positiva de linfocitos T

CD4", similar a los niveles detectados en animales deficientes en las MHC de clase I1.
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Todo esto indicaria que la CTSL juega un rol en la presentacion de péptidos en el contexto
de las MHC de clase II en las células del epitelio timico, actuando tanto en la degradacion
de la cadena Ii’"* como en la generacién de los fragmentos peptidicos presentados por las

células epiteliales de la corteza timica en el contexto de las MHC de clase I1*°°.

B. Los ratones CTSL"™": Influencia de la CTSL en la poblacién de

células T y en la composicion de la ECM de los organos linfoides

B.1. Origen de los ratones CTSL™""™

Los ratones CTSL™" son portadores de una mutacion autosémica recesiva en el gen que
codifica para la CTSL. El alelo mutante nackt (nk?) surge en el afo 1981 en el laboratorio
de animales de la Universidad Martin-Luther en Halle-Wittenberg, Alemania, en un stock
derivado del Fundador irradiado N°372. En 1991, ratones portadores del alelo nkt fueron
introducidos en el bioterio del Instituto Pasteur, Francia, donde fueron cruzados por algunas
generaciones con la cepa 129/Sv/Pas y posteriormente intercruzados. Esta cepa
parcialmente congénica fue designada a partir de entonces NKT/Pas. Posteriormente, a
través de un convenio entre el Instituto Pasteur y nuestro Instituto (IMEX-CONICET), se
determindé que los ratones nkt/nkt presentaban una mutacién autosémica recesiva en el
cromosoma 13, a una distancia de entre 30 y 40 ¢cM del centromero>*".

Ratones NKT/Pas fueron transferidos al bioterio del IMEX-CONICET donde se
retrocruzaron con ratones de la cepa BALB/c. Luego de sucesivas series de
retrocruzas/intercruzas se obtuvieron animales homocigotas para la mutacion nkt en un
background genético BALB/c (ratones CTSL™"¥). Finalmente en el 2001, Benavides y
col. demuestran que la mutacion nkt corresponde a una delecion en el gen que codifica para
la CTSL**,

El gen cfs/ murino posee 7400 pb distribuidas en 8 exones y 7 intrones’*. La delecion

nkt/nkt

descripta en los ratones CTSL abarca el final del ex6n 6 y la mayor parte del exén 7,
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dando lugar a un ARNm de 1256 pb, en lugar de las 1374 que posee el ARNm normal para
CTSL*.

Estudios realizados en nuestro laboratorio demostraron que los ratones CTSL™"™ son
capaces de sintetizar una forma mutada de la CTSL**. Sin embargo, dado que la delecion
en el gen cts/ abarca los residuos de aminoacidos que forman el puente disulfuro entre la
344345 |

cadena pesada y la liviana (esencial para la actividad enzimatica de la CTSL)

proteina sintetizada no es funcional.

B.2. Los ratones CTSL"™"™: modelo experimental de la influencia de la

CTSL sobre el sistema inmune

nkt/nkt

Tal como mencionamos anteriormente, los ratones CTSL muestran alteraciones en la

1
*Y. Como

seleccion positiva en el contexto de las moléculas del MHC de clase I
consecuencia, v al igual que los ratones KO para CTSL, los mutantes CTSL™*"* presentan
una marcada disminucién en el porcentaje de células T CD4" tanto en el timo como en los
organos linfoides periféricos®®. Por su parte, el porcentaje de células T CD8" es normal en
el timo mientras que, en correlacion con un aumento en su exportacion timica, el porcentaje
de linfocitos T CD8" est4 aumentado en la periferia®®’.

Se ha demostrado en nuestro laboratorio que los ratones CTSL™"™

presentan
adenomegalia, con un incremento en el nimero total de células linfoides en los GL**.
Como consecuencia de la mayor exportacion timica de células CD8", tanto el porcentaje
como el niimero de células T CDS" se encuentran notablemente incrementados en los GL.
A pesar de que la produccion timica de las células CD4" se encuentra disminuida, el
nimero absoluto de células T CD4" alcanza valores normales en los GL debido a un
incremento en su tasa de proliferacion basal**’.

Por otra parte, se demostrd que estas alteraciones correlacionan con aumentos en la
expresion de distintos componentes de la ECM en los GL, tales como fibronectina,

nkt/nkt

laminina y colagenos tipo I y IV. Contrariamente, el timo de los ratones CTSL muestra

. . ., . ., . 343
una marcada disminucion en los niveles de expresion de los mismos™ .

60



Finalmente, el bazo de los ratones CTSL™"™

presenta una severa disminuciéon en el
porcentaje y numero absoluto de células T CD4" y un incremento en el porcentaje y
nimero absoluto de linfocitos T CD8". En cuanto a la composicion de la ECM del bazo, no

. . . 4
se han detectado alteraciones en ninguno de los componentes estudiados®®.
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Objetivos
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Objetivo general

El estado de inmunocompetencia de un individuo depende del mantenimiento de un
conjunto estable de células B y T. Aunque se sabe que existe un control preciso del nimero
y la funcionalidad de las células que componen el pool linfoide, los mecanismos que
intervienen en su regulaciéon no han sido aun dilucidados. Una mejor comprension de los
factores que intervienen en el mantenimiento de la homeostasis del sistema inmune puede
colaborar en la elaboracion de terapias que permitan compensar aquellos procesos donde se
pierde este equilibrio, como las inmunodeficiencias asociadas a infecciones, quimioterapia
y envejecimiento, asi como en los sindromes linfoproliferativos y autoinmunes.

Se ha demostrado que la proteasa lisosomal CTSL ejerce una amplia influencia sobre el
sistema inmune. Utilizando como modelo experimental ratones deficientes en CTSL
(CTSL™") previamente demostramos que la CTSL participa en la regulacion del nimero
y composicion de las poblaciones celulares T en los drganos linfoides centrales y
periféricos. Como consecuencia de alteraciones tempranas en la seleccion positiva de los
timocitos T CD4", los ratones CTSL""* presentan una marcada disminucion en el
porcentaje de células T CD4 " tanto en el timo como en los drganos linfaticos periféricos. Se

Lnkt/nkt

ha demostrado ademas que el estroma timico de los ratones CTS contribuiria en dicha

alteracion. Por otro lado, se ha observado que el timo de los ratones CTSL"

es capaz de
producir y exportar un mayor niimero de linfocitos T CDS" a la periferia.

En la presente Tesis nos propusimos investigar si la ausencia de actividad de CTSL induce
alteraciones en la frecuencia y en el nimero de células B en los 6rganos linfoides centrales

y periféricos.

Objetivos especificos

Investigar la influencia de la CTSL sobre la homeostasis de las células B utilizando como

kt/nk .
"MK Para ello analizaremos:

modelo experimental ratones CTSL
A) La frecuencia y el nimero de las distintas subpoblaciones de células B presentes en la

MO, bazo, GL y SP de los ratones CTSL™",

63



B) El efecto de la ausencia de CTSL funcional sobre mecanismos homeostaticos
involucrados en la regulacion del nimero de células B en la periferia:

B.1. Niveles de proliferacion basales de las células B periféricas.

B.2. Niveles de apoptosis basales de las células B periféricas.

C) Elrol de la CTSL en la maduracion, sobrevida, produccion y exportacion de linfocitos B
de la MO.

C.1. Efecto de la ausencia de actividad de CTSL en el microambiente de la MO sobre los
niveles de sobrevida y produccion de linfocitos B.

C.2. Efecto de la ausencia de CTSL funcional en los progenitores de células

hematopoyéticas de la MO sobre la linfopoyesis B.
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Materiales vy Métodos
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Animales

Se utilizaron ratones CTSL™"* con background genético BALB/c (H-2%) con un nivel de
retrocruza mayor a N=15°*. Ratones de la cepa BALB/c (H-2%) fueron utilizados como
control wild type (wt) en todos los experimentos. En algunos experimentos de trasplante de
MO se utilizaron ratones de la cepa CByJ.B6-Tg (UBC-GFP) 30Scha/] (BALB/c-GFP)
como dadores de células. Todos los animales fueron criados en el bioterio del IMEX-
CONICET, Division Medicina Experimental, Academia Nacional de Medicina de Buenos
Aires, bajo condiciones libres de patdogenos especificos (SPF) y de acuerdo a la guia para el
cuidado y manejo de animales de laboratorio del Instituto Nacional de Salud de EEUU
(NIH) (National-Research-Council (ed.). 1996. Guide for the care and use of laboratory
animals National Academy Press ed, Washington DC). Para todos los experimentos se

utilizaron ratones de 8-12 semanas de edad.

Preparacion de las suspensiones celulares

Tanto los GL como el bazo fueron extraidos y disgregados por pasaje a través de una malla
metalica utilizando PBS o DMEM (GIBCO, CA, USA), suplementado con 3% de SFB
(Greiner Bio One)**’. La suspension de células de GL fue centrifugada a 4°C de manera de
cosechar las células en el pellet.

Para la obtencion de células de MO, se extrajeron ambos fémures y a través de las epifisis
se inyect6 PBS o DMEM con 3% de SFB hasta que los huesos estuvieran de un color
blanquecino®*®. Las células de la MO se recogieron en tubos falcon para su posterior lavado
por centrifugacion. Para el aislamiento de células mononucleares a partir de SP, bazo o
MO, las suspensiones celulares fueron sembradas sobre una solucion de Ficoll-Triyoson (&
1,099 g/cm’) y luego centrifugadas para recolectar el halo de células mononucleares. El
Ficoll remanente fue eliminado mediante dos lavados con PBS o DMEM suplementado con
3% de SFB'™.

La viabilidad celular se determin6 por el método de exclusion de Azul Tripan, utilizdndose

aquellas suspensiones celulares con una viabilidad mayor al 90%.
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Para el calculo del numero absoluto de linfocitos de bazo, MO y SP, se realiz6 un recuento
celular con TURK previo a la obtencion de células mononucleares por gradiente de Ficoll-

Triyoson.

Citometria de flujo

Las marcaciones se realizaron con anticuerpos monoclonales conjugados a los siguientes
fluorocromos: fluoresceina (FITC), ficoeritrina (PE), Cy-Chrome (Cy), TruRed o
allophycocianina (APC). Se utilizaron los siguientes anticuerpos de BD-Pharmingen (San
Diego, CA, USA): anti-HSA (clon M1/69), anti-IgM (clon R6-60.2), anti-IgD (clon 11-
26c¢.2a), anti-LFA-1 (clon M17/4), anti- CD19 (clon 1D3), anti-B220 (clon RA3-6B2), anti-
CD43 (clon S7), anti-CD23 (clon B3B4), anti-CD44 (clon IM7), anti-CD21 (clon 7G6),
anti-BrdU (clon 3D4). Se utiliz6 el anticuerpo anti-IgD (clon 11-26¢.2a) de Biolegend (San
Diego, CA).

Para los controles de isotipo se utilizaron los siguientes anticuerpos (BD-Pharmingen):
IgG1 de rata (clon R3-34); IgG2 de rata (clon R35-95); IgG1 de hamster (clon G235-2356);
IgG2 de hamster (clon B81-3), IgG de hamster (clon A19-3).

Marcacion de superficie: 1x10° células/100 pl de buffer de marcacion (PBS, azida sédica
0,1% y SFB 3 %) fueron incubadas con 1 pg de anticuerpo durante 30-40 minutos, a 4°C y
protegidas de la luz. Las células fueron lavadas (X2) y fijadas con PBS-paraformaldehido
0,5%, conservandose a 4°C y en oscuridad hasta el momento de la adquisicion.

Las citometrias de 3 colores fueron adquiridas en un citometro de flujo FACScan y las de 4
colores en un FACSAria (BD Biosciences). Se utilizo el software CellQuest (BD
Immunocytometry Systems) para el analisis de datos, restando los valores de los controles
de isotipo. Las células muertas fueron excluidas basandose en los parametros de tamano

(FSC) y complejidad (SSC) celular.
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Pulso de bromodeoxiuridina (BrdU) como ensayo de emigracion de células de MO

Ratones wt y CTSL""* recibieron durante 2 dias un pulso diario de 2 mg de BrdU (Sigma-
Aldrich Corp, St. Louis, MO, USA) por via intraperitoneal (i.p.). Como control interno del
tratamiento y para controles de citometria de flujo, se inocularon ademas ratones con PBS.
Al dia siguiente de la ultima inoculacion, los ratones fueron sacrificados y se extrajeron los
bazos y MO para realizar la citometria. Las células fueron marcadas con anticuerpos de
superficie (anti-IgM, anti-IgD, anti-CD43, anti-B220) como se detall anteriormente. Para
la deteccion intracelular de BrdU se utilizo el kit de marcacion intracelular BD
Cytofix/Cytoperm (BD-Pharmingen) y se siguieron las especificaciones del fabricante:
seguido de la marcacion de superficie, las células fueron lavadas y fijadas-permeabilizadas
con el buffer BD Cytofix/Cytoperm. Luego las células fueron lavadas e incubadas con 30
ug de DNasa I (Sigma) en buffer PBS, NaCl 0,15M, MgCl, 4,2M, por 1 hora a temperatura
ambiente para exponer la BrdU incorporada en el ADN. Las células fueron lavadas e
incubadas con el anticuerpo anti-BrdU por 30 minutos a temperatura ambiente, lavadas y

adquiridas en el citometro de flujo.

Ensayos de apoptosis

Para la deteccion de células apoptoéticas se utilizoé ioduro de propidio (IP) o anexina V. El
IP se intercala entre las bases del ADN y permite discriminar entre las células que estan en
proceso de sintesis (S) o han duplicado su contenido de ADN (G2/M), de aquellas que no
se estan dividiendo (G0/G1) o han perdido parte de su contenido de ADN al entrar en el
proceso de muerte celular. Para la tincién con IP (Sigma), las células fueron resuspendidas
en PBS con 3% SFB e incubadas con el anticuerpo anti-B220 FITC por 30 minutos. Luego
las células fueron lavadas, fijadas con 1 ml de etanol 70% frio y guardadas a 4°C en
oscuridad por un minimo de 18hs. Luego las células fueron lavadas y resuspendidas en
500ul de solucion de tincion (PBS-glucosa 1%, RNasa A (Sigma) Img/ml, IP 25 pg/ml).
Luego de 30 minutos de incubacion a 4°C en oscuridad, las células fueron lavadas y

adquiridas en un citometro de flujo FACScan®*.
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Para la tincion con anexina V (BD Pharmingen), las células fueron incubadas en PBS-3%
SFB con los correspondientes anticuerpos de superficie por 30 minutos, lavadas con PBS y
resuspendidas en 150 pl de buffer anexina V 1X (BD Pharmingen) conteniendo 1 pl de
anexina V (conjugada a FITC o PE). Luego de 30 minutos de incubacion a 4°C en

oscuridad, las células fueron adquiridas en un citdmetro de flujo FACScan.

Analisis del ciclo celular

Para el andlisis del contenido de ADN celular, se utilizé IP o 7-AAD**'(BD Pharmingen).
La tincion con IP se realizd como se detalla previamente®**. Para la tincion con 7-AAD, las
células fueron marcadas con los correspondientes anticuerpos de superficie, lavadas y
fijadas-permeabilizadas con el buffer BD Cytofix/Cytoperm. Luego las células fueron
lavadas e incubadas con 30 pg de DNasa I en buffer PBS, NaCl 0,15M, MgCl, 4,2M, por 1
hora a temperatura ambiente. Las células fueron lavadas e incubadas con 20 pl de 7-AAD
por 30 minutos a temperatura ambiente en oscuridad. Las células fueron lavadas y
adquiridas en el citometro de flujo.

Tanto de la marcacion con IP como de la de 7-AAD, se obtienen histogramas que
representativos del contenido de ADN, pudiéndose describir 3 poblaciones de células de

acuerdo a su fase en el ciclo celular: GO/G1, S y G2/M.

Ensayos de unidades formadoras de colonias (UFC)

Células de MO (1x10°) fueron cultivadas en un 1 ml de medio semisolido formado por
metilcelulosa suplementada con IL-7 (MethoCult M3630 medium, StemCell Technologies,
Vancouver, Canada) en placas de 35 mm. Luego de 7 dias de cultivo a 37 °C en una
atmosfera himeda con 5% CO,, se enumeraron las colonias de mas de 30 células bajo

microscopio invertido®*®,
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Cultivos de CE de MO

Células de MO fueron cultivadas en placas de 24 pocillos en DMEM suplementado con
20% SFB a 37°C en una atmosfera himeda con 5% CO, por 24hs. Luego, se realizaron
sucesivos lavados con PBS de manera de remover las células no adherentes y se afiadio
medio de cultivo fresco. Las células adheridas a la placa fueron mantenidas en cultivo hasta

alcanzar la confluencia, renovando el medio de cultivo dos veces por semana.

Ensayos de UFC en presencia de CE

Células de MO fueron cultivadas en placas de 6 pocillos (1x10° cells/ml/pocillo) en DMEM
suplementado con 20% SFB en presencia de concentraciones saturantes de rIL-7 (2 ng/ml;
R&D Systems) por 4 dias, con el fin de obtener una poblacion enriquecida en células pro-
B. (>70% de células pro-B: B220°CD43"HSA"™). Las suspensiones celulares enriquecidas
en células pro-B (5x10°) fueron cultivadas sobre monocapas de CE de MO en presencia de
rIL-7 (1 ng/ml) por 3 dias mas. Las células no adherentes fueron cosechadas, contadas y
utilizadas para realizar el ensayo de UFC sobre metilcelulosa suplementada con IL-7. A los

7 dias de cultivo, se enumeraron las colonias de mas de 30 células®®®.

Ensayos de autorreconstitucion de MO

Ratones CTSL™" y sus controles fueron irradiados con una dosis de radiacion ionizante
subletal (500 rad). Dos dias antes y luego de la irradiacion se administrd a los ratones agua
con antibidtico (2 mg/ml neomicina sulfato). A los 13 dias de la irradiacion, se extrajeron
los bazos y MO para realizar la citometria de flujo y analizar las subpoblaciones de células

- . 349
B en dichos 6rganos™.
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Ensayos de trasplante de MO

Los ratones fueron irradiados con una dosis de radiacion ionizante letal (900 rad) e
inoculados 24 hs mas tarde por via endovenosa con células de MO (2x10°). En algunos
experimentos se utilizaron ratones BALB/c-GFP para investigar el porcentaje de células
dadoras involucradas en la reconstitucién del pool de células linfoides. Dos dias antes y
luego de la irradiacion se administro a los ratones agua con antibidtico (2 mg/ml neomicina
sulfato). A los 12 dias del trasplante, se extrajeron los bazos y MO para realizar la

citometria de flujo y analizar las subpoblaciones de células B en dichos drganos®.

Presentacion de los resultados

Las figuras y tablas contienen, salvo que se indique, resultados representativos de

experimentos repetidos de dos a cuatro veces de manera independiente.
Anadlisis estadistico
Se utilizo el test ¢ de Student de dos colas para determinar la significancia estadistica de los

resultados. Valores de p<0.05 fueron considerados indicativos de una diferencia

significativa.
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CAPITULO 1. ANALISIS DE LAS POBLACIONES DE CELULAS B
PERIFERICAS EN LOS RATONES CTSL""

Los ratones CTSL™"* carecen de CTSL funcional como resultado de una delecién en el

341
[

gen ctsl”"'. Como explicaramos en la introduccion, en nuestro laboratorio se ha demostrado

previamente que los ratones deficientes en CTSL presentan alteraciones en las poblaciones
linfoides T en los distintos 6rganos linfaticos®' "~*.

En estos ratones la seleccion positiva de los linfocitos T CD4" se encuentra severamente
disminuida con la consecuente disminucién del nimero de timocitos CD4". Como
resultado, tanto el bazo como los GL de los ratones CTSL"™ ™™ muestran una marcada
reduccion en el porcentaje de células T CD4'. Sin embargo, los ratones CTSL™"¥
presentan adenomegalia y el niimero absoluto de células T CD4" de los GL no difiere del
de los ratones wt debido a un incremento en los niveles de proliferacion basal de las
mismas. En cambio en el bazo el niimero de células T CD4" se encuentra severamente
disminuido.

Por otro lado, el timo de los ratones CTSL"™"

es capaz de producir y exportar una mayor
cantidad de linfocitos T CD8", con el consecuente aumento tanto en el porcentaje como en
el namero absoluto de linfocitos T CD8" en la periferia®®’.

El objetivo de este trabajo fue investigar si la ausencia de actividad de CTSL influencia la

maduracion y homeostasis de las células B.

1.1- Células B de los GL de los ratones CTSL"""

Comenzamos investigando la poblacion de linfocitos B en los GL de los ratones deficientes
en CTSL.
Mediante citometria de flujo analizamos el porcentaje de células positivas para las

moléculas de superficie B220 y CD19, marcadores caracteristicos de las células B¥7°. L

0s
GL de los ratones CTSL™"" presentaron un incremento significativo en el porcentaje de
células B220" y CD19" (Figura la) y un marcado incremento en el niimero absoluto de

células B220" (Figura 1b).
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Figura 1: La ausencia de actividad de CTSL induce una alteracion en la proporcion de células B en los GL.
Linfocitos de GL de ratones wt y CTSL™ fueron marcados con anticuerpos anti-B220 y anti-CD19
conjugados a distintos fluorocromos y analizados por FACS. (a) Se muestran histogramas representativos de
la expresion de B220 y CDI19. Los porcentajes de células B220" y CD19" estan indicados. (b) Numeros
absolutos de células B220" en los GL de los ratones wt y CTSL"/"_ Los valores corresponden al promedio +
DS (n=4). *p<0.001. Se muestra un experimento representativo de cuatro independientes con resultados

similares.

El hecho de que observamos un incremento en la frecuencia y en el nimero de células
B220°CD19" (media nimero absoluto x10° + DS: 0.34 + 0.01 en wt vs 1.69 + 0.03 en
CTSL"™ ") asi como en el de las células CD19 IgD"(media niimero absoluto x10° + DS:
0.32 + 0.01 en wt vs 1.63 + 0.03 en CTSL"™"" ) en los GL de los ratones deficientes en
CTSL (Figura 2), nos permitié confirmar el aumento en el nimero de células B en los GL
de estos ratones.

Ademas las células B de los GL de los ratones deficientes en CTSL no mostraron
alteraciones en los niveles de expresion de las moléculas B220, CD19 (Figura 1a), IgD e

IgM (datos no mostrados).
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Figura 2: Los GL de los ratones CTSL""¥ presentan un incremento en los niveles de células B. Linfocitos
de GL de ratones wt y CTSL™ fueron marcados con anticuerpos anti-B220, anti-CD19 y anti-IgD
conjugados a distintos fluorocromos y analizados por FACS. (a) Dot plots representativos de la expresion de
B220 y CD19. Los porcentajes de células B220'CD19" estdn indicados. (b) Dot plots representativos de la
expresion de IgD y CD19. Los porcentajes de células CD19IgD" estan indicados. Se muestra un experimento

representativo de tres independientes con resultados similares (n=4).

1.1.1- Mecanismos involucrados en el incremento de células B en los GL de los ratones
CTSLnkf/nkt

En primer lugar investigamos si el incremento en los niveles de células B en los GL de los

ratones CTSL™"* estaba asociado con alteraciones en los niveles de proliferacion basales.
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Mediante el marcado del ADN con ioduro de propidio (IP) y posterior analisis por FACS,
medimos el porcentaje de células B220" en proliferacion.

No se observaron diferencias significativas en el porcentaje de células B220" en
proliferacion entre los GL de los ratones CTSL™ "%

Tabla 1).

y los de sus controles wt (Figura 3 y
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Figura 3: Histogramas representativos de los niveles de proliferacion basales de la subpoblacion de células
B220" de los GL. Se indican los porcentajes de células B220" en proliferacion. Los valores son

representativos de tres experimentos independientes (n=4).

I % de proliferacion basal de células B

110 £0.30

CTSL"nkt 1.60 + 0.66

Tabla 1: Niveles de proliferacion basales de células B220" en los GL de ratones wt y CTSL™"¥ Linfocitos
de GL fueron marcados con IP y el anticuerpo anti-B220 FITC y analizados por citometria de flujo. Los
valores corresponden al promedio + DS (n=4). Se muestra un experimento representativo de tres

independientes con resultados similares.
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Se obtuvieron resultados similares cuando los animales fueron inoculados i.p. con BrdU y
se determino el porcentaje de células positivas para BrdU dentro de la poblacion de células

B220" (Figura 4).
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Figura 4: Niveles de proliferacion basal de células B en los GL. Ratones wt y CTSL"™"* fueron inoculados
i.p. con BrdU durante 2 dias consecutivos. Luego células de GL fueron extraidas y marcadas con anticuerpos
anti-B220 y anti-BrdU para su posterior analisis por FACS. Se muestran histogramas representativos de los
niveles de proliferacion basal de la poblacion de células B220" de los GL. Se indican los porcentajes de
incorporaciéon de BrdU dentro de la poblacion de células B220". Los valores son representativos de tres

experimentos independientes (n=4).

Luego nos preguntamos si el aumento de células B en los GL de los ratones deficientes en
CTSL podria deberse a una disminucion en los niveles de apoptosis basales. Mediante
marcacién con IP y posterior analisis por FACS, medimos el porcentaje de células B220"
en apoptosis. No observamos diferencias significativas en los niveles de apoptosis basales

de las células B220" de los GL entre ratones wt y CTSL""" (Figura 5 y Tabla 2).
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Figura 5: Histogramas representativos de los niveles de apoptosis basales de la subpoblacion de células
B220" de los GL. Se indican los porcentajes de células B220" en apoptosis. Los valores son representativos de

tres experimentos independientes (n=4).

I % de apoptosis basal de células B

Wt 0.32 £ 0.06

CTSL"k/nkt 0.28 + 0.04

Tabla 2: Niveles de apoptosis basal de células B220" en GL de ratones wt y CTSL™™"*_ Linfocitos de GL
fueron marcados con IP y el anticuerpo anti-B220 FITC y analizados por citometria de flujo. Los valores
corresponden al promedio £ DS (n=4). Se muestra un experimento representativo de tres independientes con

resultados similares.

Estos resultados indican que el incremento en el nimero de células B en los GL de los
ratones CTSL™ "™ no esté relacionado con alteraciones en sus niveles de proliferacion o
apoptosis basales y sugieren ademas que el aumento en el nimero de linfocitos B en los GL
podria deberse a que un mayor nimero de linfocitos B entra y permanece en los GL de
estos ratones. Como se discutird mas adelante este hecho podria estar relacionado a
incrementos en los niveles de expresion de distintos componentes de la ECM en los GL de

los ratones deficientes para CTSL.
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1.2- Células B del bazo en los ratones CTSL"*""

Investigamos si el bazo de los ratones CTSL"™ "

también presentaba alguna alteracion en
la poblaciéon de células B220". Mediante FACS observamos un incremento significativo
tanto en el porcentaje como en el nimero absoluto de células B220" en el bazo de los
ratones deficientes para CTSL (Figura 6a-b), aunque el incremento en el nimero absoluto

de linfocitos B220" fue mucho menor que el registrado en los GL.
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Figura 6: Aumento de células B en el bazo de los ratones deficientes en CTSL. Células mononucleares de
bazo de ratones wt y CTSL"" fueron marcados con el anticuerpo anti-B220 y analizadas por FACS. (a) Se
muestran histogramas representativos de la expresion de B220. Los porcentajes de células B220" estan
indicados. (b) Numeros absolutos de células B220" en el bazo de los ratones wt y CTSL"™"™ Los valores
corresponden al promedio £ DS (n=4). *p<0.01. Se muestra un experimento representativo de tres

independientes con resultados similares.
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1.2.1- Mecanismos involucrados en el incremento de células B en el bazo de los ratones

CTSLnkt/nkt

Investigamos entonces si el incremento de las células B220" en el bazo de los ratones
CTSL"™™"™ podria estar relacionado con una mayor tasa de proliferacion basal de estas
células. Mediante marcacion con IP y posterior analisis por FACS medimos el porcentaje
de células B220" en proliferacion. No observamos alteraciones en los niveles de
proliferacion basales de las células B220" esplénicas de los ratones CTSL" (Figura 7 y

Tabla 3).
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Figura 7: Histogramas representativos de los niveles de proliferacion basales de la subpoblacion de células
B220" del bazo. Se indican los porcentajes de células B220" en proliferacion. Los valores son representativos

de tres experimentos independientes (n=4).
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_ % de proliferacion basal de células B

1.40 £0.50

CTSL"kvnkt 1.30 £ 0.70

Tabla 3: Niveles de proliferacion basales de células B220" en el bazo de los ratones wt y CTSL™"" Células
mononucleares de bazo fueron marcadas con IP y el anticuerpo anti-B220 FITC y analizadas por citometria
de flujo. Los valores corresponden al promedio + DS (n=4). Se muestra un experimento representativo de tres

independientes con resultados similares.

. . . . . . , + ;.
Posteriormente investigamos si el incremento en los niveles de células B220" esplénicas de

los ratones CTSL"*/k

estaba asociado a alteraciones en sus niveles de apoptosis basales.
Mediante marcacion con IP y andlisis por citometria de flujo determinamos el porcentaje de
células B220" en apoptosis. No observamos ninguna alteracion en la tasa de apoptosis basal

de las células B del bazo de los ratones CTSL™"* (Figura 8 y Tabla 4).
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Figura 8: Histogramas representativos de los niveles de apoptosis basales de la subpoblacion de células
B220" del bazo. Se indican los porcentajes de células B220" en apoptosis. Los valores son representativos de

tres experimentos independientes (n=4).
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_ % de apoptosis basal de células B

Wt 0.23 £ 0.01

CTSL"kvnkt 0.24 +0.01

Tabla 4: Niveles de apoptosis basales de células B220" en el bazo de los ratones wt y CTSL"™""™ C¢lulas
mononucleares de bazo fueron marcadas con el anticuerpo anti-B220 FITC y con IP y analizadas por
citometria de flujo. Los valores corresponden al promedio = DS (n=4). Se muestra un experimento

representativo de tres independientes con resultados similares.

Estos resultados indican que el incremento en el nimero de células B en el bazo de los
ratones CTSL™"™ no est4 asociado con alteraciones en los niveles de proliferacion o

apoptosis basales de las mismas.

1.2.2- Caracterizacion de las subpoblaciones de células B del bazo

Las células B comienzan su maduracion en la MO y aunque algunas de ellas completan su
desarrollo en dicho d6rgano, la mayoria abandona la MO como cé¢lulas B inmaduras que
migran a través de la sangre hacia el bazo donde completan su maduracion®’.

De acuerdo a varios criterios de funcionalidad y a caracteristicas fenotipicas relacionadas a
su grado de maduracion, las células B del bazo se clasifican en células B transicionales y
células B maduras”*.

Las células B transicionales (o inmaduras) del bazo son aquellas células que han emigrado
recientemente de la MO y comprenden a los estadios transicionales T1 y T2°'. Por su parte,
el compartimiento de células B maduras del bazo comprende a las células B FM y a las
células B de la ZM**°!. Las células B T1 se diferencian a T2, las cuales maduran a células

B FM o a células B de la ZM del bazo®.

Estas subpoblaciones pueden distinguirse de acuerdo a la expresion diferencial de distintos

9193
3

marcadores de superficie como las moléculas B220, HSA, CD21 y CD2 . Por ejemplo,
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las células B transicionales expresan altos niveles de la molécula HSA y bajos niveles de
B220 (HSA"B220") mientras que las células B maduras presentan bajos niveles de
expresion de HSA vy altos niveles de expresion de B220 (HSA°B220™) *%%2.

Investigamos entonces mediante FACS los niveles de células B transicionales y maduras en
el bazo de los ratones CTSL™"* Encontramos que el porcentaje y namero absoluto de
células B transicionales (HSA"B220'°) del bazo se encuentra incrementado en los ratones
CTSL™™"™ (Figura 9a-b). En cambio, no observamos diferencias significativas en el
porcentaje y numero absoluto de células B maduras (HSA1°B220hi) del bazo entre los

ratones wt y los mutantes para CTSL (Figura 9a-b).
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Figura 9: Niveles incrementados de células B transicionales en el bazo de los ratones CTSL™" Células
mononucleares de bazo de ratones wt y CTSL™"* fueron marcadas con anticuerpos anti-B220 y anti-HSA,
para su posterior analisis por citometria de flujo. (a) Dot plots representativos de células B transicionales
(HSA"B220) y maduras (HSA“B220"). Se indican los porcentajes correspondientes a cada estadio. (b)
Numeros absolutos de células B transicionales (HSA"B220") y maduras (HSA"°B220™). Los valores
corresponden al promedio £ DS (n=4). *p<0.0005. Se muestran resultados representativos de cuatro

experimentos independientes.
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La expresion diferencial de los marcadores de superficie HSA y CD21, permite distinguir
tres grupos de células B del bazo: T1 (CD21°HSA™), T2+ZM (CD21"HSAM) y FM
(CD21™HSA™)’". Mediante FACS medimos los porcentajes correspondientes a cada grupo.
Mientras que los porcentajes de células B T1 y T2+ZM resultaron significativamente
incrementados en los ratones CTSL™" el porcentaje de células B FM resulto
significativamente disminuido con respecto a los ratones wt (Figura 10a).

Mediante la expresion diferencial de la molécula CD23, es posible distinguir las células T2
(CD237) de las de la ZM (CD23") del bazo’'. Con el objeto de investigar si tanto las células
B T2 como las B de la ZM contribuian al incremento de las células CD21"HSA™ en los
ratones CTSL""™ analizamos los niveles de expresion de la molécula CD23 dentro de este
grupo. Observamos que las proporciones de las células B T2 y ZM fueron similares entre
los ratones wt y CTSL™" (Figura 10b). Estos resultados indican que tanto el porcentaje de
células B T2 como el de las células B de la ZM del bazo se encuentran incrementados en
los ratones CTSL™" . Con respecto a los nimeros absolutos, observamos un incremento

en el nimero de células B T1, T2 y ZM en los ratones CTSL"/nkt

, mientras que no se
observaron diferencias significativas en el nimero de células B FM respecto de los ratones

wt (Figura 10c).

84



a B220* gate

CTSLnkt/nkt
T1:5 T1: 11
bl T2-ZM: 14 T2-ZM: 19
b :
a FM: 69 FM: 56
o |
HSA
b B220*+ CD21"HSAM gate ¢
18 82 8
0F | O wt

200

N

. C TSLnkt/nkt

=
T

150

=
T

100

—_— e B B e D
o o
T

=)

50+

Numero relativo de ceélulas
Nuimero absoluto (x109)

.

T T2 ZM FM

= wn

—— Wt ——CTSLrvnki

Figura 10: Los ratones CTSL"" presentan niveles incrementados de células B transicionales y de la ZM del
bazo. Células mononucleares de bazo de ratones wt y CTSL"™"* fueron marcadas con anticuerpos anti-B220,
anti-HSA, anti-CD21 y anti-CD23 y analizadas por citometria de flujo. (a) Dot plots representativos de
células B del bazo T1 (CD21°HSAM), T2-ZM (CD2I1™HSA"™) y FM (CD21™HSA"). Se indican los
porcentajes correspondientes a cada estadio dentro de la poblacion de células B220". (b) Histogramas
representativos de los niveles de expresion de CD23 para distinguir las células T2 (CD23") de las ZM
(CD23") dentro de la poblacion de células B220°CD21"HSA"™. Los porcentajes correspondientes a las células
T2 y ZM estan indicados. (c) Numeros absolutos de células B T1, T2, ZM y FM. Los valores corresponden al
promedio £ DS (n=4). *p<0.05; **p<0.0005. Se muestran resultados representativos de dos experimentos

independientes.

Estos resultados indican que el incremento en el nimero de células B esplénicas en los

ratones CTSL™ "™ resulta del incremento en el nimero de células B transicionales y de

células B de la ZM.
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1.2.3-Mecanismos involucrados en el aumento de células B transicionales del bazo en

los ratones CTSL "<kt

Comenzamos analizando los niveles de proliferacion basal de las células B transicionales
del bazo mediante el marcado del ADN con 7-AAD’*’. Mediante analisis por FACS
evaluamos el porcentaje de células B transicionales (HSA"™B220") y maduras
(HSA1°B220hi) en proliferacion. No observamos alteraciones en los niveles de proliferacion
basales de las células B transicionales o de las células B maduras de los ratones CTSL™""

(Tabla 5).

1 %deproliferacionbasal |
[ Células B transicionales Células B maduras

1.6 £ 0.5 0.18 + 0.05

1.4+0.4 0.14 £ 0.05

Tabla 5: Niveles de proliferacion basales de células B transicionales (HSA"B220"°) y maduras (HSA*B220™)
en el bazo de los ratones wt y CTSL™"  Células mononucleares de bazo fueron marcadas con los
anticuerpos anti-B220 y anti-HSA, permeabilizadas y marcadas con 7-AAD para su posterior analisis por
citometria de flujo. Los valores corresponden al promedio £ DS (n=4). Se muestra un experimento

representativo de dos independientes con resultados similares.

Luego medimos el porcentaje de células B transicionales y maduras del bazo en apoptosis
mediante marcacion con anexina V. Los niveles de apoptosis de las células B transicionales

nkt/nkt

y maduras de los ratones CTSL resultaron similares a los de las células de los ratones

wt (Tabla 6).
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_ % de apoptosis basal

[E células B transicionales Células B maduras

25.3+£4.0 15.0 +3.0
CTSL""" 29.7 +3.1 14.0£1.0

Tabla 6: Niveles de apoptosis basales de células B transicionales (HSA"B220') y maduras (HSA'°B220™) en
el bazo de los ratones wt y CTSL™"¥, Células de bazo fueron marcadas con los anticuerpos anti-B220 y anti-
HSA y con anexina V para su posterior analisis por citometria de flujo. Los valores corresponden al promedio

+ DS (n=4). Se muestra un experimento representativo de tres independientes con resultados similares.

Estos resultados indican que el incremento en el nimero de células B transicionales del
bazo en los ratones CTSL™™ no esta relacionado con alteraciones en los niveles de

proliferacion o apoptosis basales de las mismas.

1.3- Células B en la sangre periférica de los ratones CTSL"""*

Teniendo en cuenta que los ratones CTSL™"

presentan un incremento en el nimero de
células B transicionales del bazo, y que las mismas representan a las células que han
emigrado recientemente de la MO, estudiamos si este incremento se veia reflejado también
en la SP.

Mediante FACS observamos un aumento en el porcentaje y niimero de células B220" en la
SP de los ratones CTSL™"* (Figura 11a). Este incremento estuvo restringido a las células

B transicionales (HSA"B220'"°), mientras que no se detectaron diferencias significativas en

los valores correspondientes a las células B maduras (HSA'°B220™) (F igura 11b).
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Figura 11: Niveles incrementados de células B en la SP de los ratones CTSL™", Células mononucleares de
SP de ratones wt y CTSL™" fueron marcadas con anticuerpos anti-B220 y anti-HSA y analizadas por
citometria de flujo. (a) Se muestran histogramas representativos de la expresion de B220. Los porcentajes de
células B220" estan indicados. (b) Dot plots representativos de células B transicionales (HSA"B220") y
maduras (HSA'°B220™). Se indican los porcentajes correspondientes a cada estadio. Se muestran resultados

representativos de dos experimentos independientes.

Ademas observamos que tanto el porcentaje como el namero de células B T1 (IgM™IgD"")
y T2 (IgM"IgD") estan significativamente incrementados en la SP de los ratones

CTSL"™™" mientras que los valores de células B maduras (M=IgM"°IgD") no difieren

significativamente entre ratones wt y CTSL™"* (Figura 12, a-b).
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Figura 12: Los ratones CTSL"" presentan mayores niveles de células B transicionales en SP. Células

mononucleares de SP de ratones wt y CTSL™" fueron marcadas con anticuerpos anti-B220, anti-IgM y anti-
IgD y analizadas por citometria de flujo. (a) Dot plots representativos de células B T1 (IgM"IgD""), T2
(IgM"IgD"), y M (IgM" IgD") en SP. Se indican los porcentajes correspondientes a cada estadio (b) Numeros
absolutos de células B totales (B220"), T1 (IgM"IgD'"¥), T2 (IgM"IgD"), y M (IgM"IgD") en SP. (d). Los
valores corresponden al promedio £ DS (n=4). *p<0.005. Se muestran resultados representativos de dos

experimentos independientes.

Por lo tanto, el nimero de células B transicionales tanto del bazo como de la SP se

encuentra incrementado en los ratones CTSL""™

, mientras que el nimero de células B
maduras se mantiene dentro de los valores normales.
Estos datos también sugieren que la emigracion de las células B desde la MO hacia el bazo

. . kt/nkt
podria encontrarse incrementada en los ratones CTSL™"".

&9



CAPITULO 1-CONCLUSIONES

€ Los ratones CTSL"™”" presentan un mayor porcentaje y niimero absoluto de

células B en los 6rganos linfaticos periféricos.

€ Tanto en los GL como en el bazo estos incrementos no estin asociados con
alteraciones en los niveles de proliferacion y apoptosis basales de las células

B220".

€ El incremento en el nimero de células B del bazo esta restringido a las

subpoblaciones de células B transicionales y de la ZM.

@ Los ratones CTSL"""" presentan ademas mayores niveles de células B

transicionales en SP.

€ Teniendo en cuenta que las células B transicionales representan a las células
que viajaron por sangre desde la MO hacia el bazo, y que las mismas estan
incrementadas tanto en la SP como en el bazo de los ratones CTSL""’ "k’, estos
datos sugieren que un mayor niumero de células B inmaduras provenientes de

la MO llega al bazo de los ratones CTSL" ¥,
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CAPITULO 2. ESTUDIO DE LA MADURACION, PRODUCCION Y
EXPORTACION DE LINFOCITOS B DE LA MO EN LOS RATONES CTSL"</nkt

La ontogenia B es un proceso muy regulado mediante el cual se generan linfocitos B
funcionalmente activos a partir de las HSCs de la MO'*"*. El desarrollo de los linfocitos B
en la MO ocurre a través de estadios de maduracion sucesivos que han sido definidos de
acuerdo a la expresion diferencial de ciertos marcadores de superficie celular.

Una vez que las células B alcanzan el estadio de células B inmaduras, una pequefia
proporcion de las mismas continta su desarrollo en la MO, mientras que la mayoria emigra
hacia el bazo donde se diferencian a células B maduras. Estas células B maduras recirculan
entre los distintos drganos linfaticos, entre ellos la MO.

Por consiguiente, la MO alberga a los linfocitos B en sus diferentes etapas de desarrollo,

desde los estadios de células mas inmaduros hasta el estadio de células B maduras.

2.1- Maduracion de los linfocitos B

Investigamos entonces si la ausencia de actividad de CTSL afecta la maduracion de las
células B en la MO.

En primer lugar no detectamos alteraciones en la celularidad total de la MO de los ratones
deficientes en CTSL (Tabla 8). Tampoco observamos diferencias significativas en el
porcentaje y numero absoluto de células B220" entre la MO de ratones wt y CTSL™""
(Tablas 7-8).

Utilizando el criterio de clasificacion de Hardy R.R. y col.”!

(Introduccion, pag 20-21),
evaluamos mediante citometria de flujo la frecuencia y el niimero de las células B en sus
distintos estadios de maduracion. La MO de los ratones CTSL™" no present6
modificaciones significativas en las proporciones y en los nimeros absolutos de las células

B en sus distintos estadios de diferenciacion (Figura 13 y Tablas 7-8).
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Figura 13: Estadios de maduracion de las células B en la MO. Células de MO de ratones wt y CTSL"""*
fueron marcadas con anticuerpos anti-B220, anti-CD43, anti-HSA o anti-IgM y analizadas por citometria de
flujo. Los distintos estadios de diferenciacion fueron clasificados seglin la nomenclatura de Hardy R.R. y
col.”":  Fraccion A (células pre-pro-B: B220°CD43"'HSA ™), Fraccion B-C (células pro-B:
B220"°CD43 " HSA"), Fraccion D (células pre-B: B220°CD431gM’), Fraccion E (células B inmaduras:
B220°CD43IgM") y Fraccion F (células B maduras: B220"CD43TgM"). Se muestran resultados

representativos de tres experimentos independientes.

Porcentaje de células

0.9+ 0.1 2.8+0.1 8.5+ 1.2 4.0+0.5 3.0 £ 0.4 233+1.7
e 1.1£0.1 3.1+0.7 8.6+ 1.4 41409 27402  229+24

Tabla 7: Porcentaje de los linfocitos B en los distintos estadios de diferenciacion en la MO. Células de MO
de ratones wt y CTSL™"¥ fueron marcadas con anticuerpos anti-B220, anti-CD43, anti-HSA o anti-IgM y
analizadas por citometria de flujo. Los distintos estadios de diferenciacion fueron clasificados segin la
nomenclatura de Hardy R.R. y col.”": Fraccion A (células pre-pro-B: B220'°CD43"HSA "), Fraccién B-C
(células pro-B: B220°CD43 'HSA™), Fraccion D (células pre-B: B220"°CD43IgM), Fraccion E (células B
inmaduras: B220°CD43TgM") y Fraccién F (células B maduras: B220"CD43TgM"). Se indica el porcentaje
correspondiente a cada estadio y el de células B totales (B220+) con respecto al total de células de la MO. Los
valores corresponden al promedio = DS (n=4). Se muestran resultados representativos de tres experimentos

independientes.
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Niimero Absoluto (x10°)

Wt 3.9+0.6 11.7+0.6 35435 165+23 10.5%+1.7 85.1+85 416.3+19.7
G RED 44203 13.0+3.1 36155 173+41 89+1.1 86.2+9.7 418.8+16.5

Tabla 8: Numeros absolutos de las células B en sus distintos estadios de diferenciacion en la MO. Células de
MO de ratones wt y CTSL™" fueron marcadas con anticuerpos anti-B220, anti-CD43, anti-HSA o anti-IgM
y analizadas por citometria de flujo. Los distintos estadios de diferenciacion fueron clasificados segiin la
nomenclatura de Hardy R.R. y col.”": Fraccién A (células pre-pro-B: B220"°CD43"HSA ), Fraccion B-C
(células pro-B: B220"°CD43"HSA™M), Fraccion D (células pre-B: B220"°CD43 IgM"), Fraccién E (células B
inmaduras: B220°CD4371gM") y Fraccion F (células B maduras: B220™CD43TgM"). Los valores
corresponden al promedio + DS del numero de células en cada fraccion/fémur (n=4). Se muestran resultados

representativos de tres experimentos independientes.

El hecho de que no se detectaron disminuciones ni aumentos en el nimero de células B en
ninguno de sus estadios de desarrollo, sugiere que la secuencia madurativa de los linfocitos

B en la MO de los ratones CTSL"™ " ocurre de manera normal.

2.2- Produccion de linfocitos B

Teniendo en cuenta que la produccion de linfocitos B es un determinante clave del tamafio

del pool de las células B'” y que los ratones CTSL"*"

presentan un mayor numero de
células B periféricas, investigamos la produccion de linfocitos B por la MO en los ratones

deficientes para CTSL.

2.2.1- Experimentos in vitro: ensayos de UFC

Comenzamos investigando la produccion de células B por la MO mediante ensayos de
unidades formadoras de colonias (UFC) pre-B. Para ello cultivamos células de MO en un

medio semisélido suplementado con IL-7, el cual permite el crecimiento o6ptimo de los
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precursores pre-B, que al proliferar forman colonias. De esta manera, es posible detectar y
cuantificar los progenitores linfoides pre-B de la MO.

A los 7 dias de cultivo, el recuento de colonias pre-B fue significativamente mayor en los
cultivos de MO de ratones CTSL™" comparado con el de los provenientes de MO de

ratones wt (Figura 14).

250 ¢ *

200 f
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Wt CTSLrnk

Figura 14: La MO de los ratones deficientes en CTSL presenta una mayor produccion de linfocitos B in
vitro. Células de MO provenientes de ratones wt y CTSL™ fueron cultivadas en metilcelulosa
suplementada con IL-7. A los 7 dias de cultivo se enumeraron las colonias pre-B. Los valores corresponden al

promedio = DS (n=3). *p<0.001. Se muestra un experimento representativo de tres independientes.

Lnkt/nkt

Estos resultados indican que la MO de los ratones CTS presenta una mayor capacidad

de produccion de células B in vitro.

2.2.2- Experimentos in vivo: ensayos de autorreconstitucion de MO

La homeostasis del sistema hematopoyético se debe en gran medida a la capacidad de las

HSCs de diferenciarse, manteniendo la produccién de células sanguineas, y de

autorrenovarse manteniendo de esta manera el pool de HSCs a lo largo de la vida. No
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obstante, el proceso de autorrenovacion de las HSCs no ocurre normalmente bajo
condiciones homeostaticas, sino bajo condiciones de estrés. A pesar de tener un enorme
potencial proliferativo y de repoblamiento, las HSCs son en su mayoria quiescentes (estan
en la fase GO del ciclo celular) y se dividen muy infrecuentemente, mientras que muchos de
los progenitores restringidos hacia un linaje particular se dividen répidamente
contribuyendo asi al recambio diario de leucocitos, eritrocitos y plaquetas. Sin embargo, en
respuesta al estrés (por ejemplo la quimioterapia ablativa o irradiacion) las HSCs progresan
en el ciclo celular lo que permite una rapida repoblacion de la MO con progenitores
hematopoyéticos’.

Nuestros resultados in vitro sugirieron que la MO de los ratones CTSL"k/nkt

presenta una
mayor capacidad de produccion de células B. Con el objetivo de confirmar estos resultados
in vivo realizamos ensayos de autorreconstituciéon de MO™'. Para ello, ratones wt y
CTSL"™* fyeron irradiados con una dosis de radiacion subletal (500 rad) de manera de
eliminar a los linfocitos maduros e inmaduros presentes. Las HSCs son resistentes a este
nivel de irradiacion lo cual permite la reconstitucion del sistema hematopoyético™*’.

Estos ensayos han sido bien caracterizados en cuanto a la cinética de desarrollo de las
células B luego de la irradiacion. Hasta el dia 12 post-irradiacion no es posible detectar
células B en el bazo. Luego al dia 13 post-irradiacion se observa un predominio de células
B transicionales en el bazo, mientras que las células B maduras recién pueden ser

detectadas a partir del dia 17 de la irradiacion™".

Teniendo en cuenta que en el estado estacionario el nimero absoluto de precursores de

células B de la MO no difiere entre los ratones wt y CTSL™""

, evaluamos la produccion
de células B en momentos tempranos post-irradiacion, antes de que se alcance un estado de
equilibrio en la MO. Dado que las células B transicionales representan la produccion
reciente de la MO y que predominan en momentos tempranos post-irradiacion, evaluamos
mediante FACS el desarrollo de las células B 13 dias después de la irradiacion cuando la

mayoria de las células B del bazo son transicionales (>98% HSAMB220'0)39351:332,

95



No observamos diferencias en los porcentajes de las células B en los distintos estadios de

maduracion de la MO entre ratones wt y CTSL"k/nkt

(datos no mostrados). Sin embargo, la
celularidad total de la MO en los ratones CTSL™" fue 3 veces mayor con respecto a la de
los ratones wt y el nimero absoluto de células B en los distintos estadios de desarrollo

resulté significativamente incrementado en estos ratones (Figura 15).
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Figura 15: Desarrollo de las células B luego de una ablacion parcial de la MO. Células de MO de ratones wt
y CTSL™" jrradiados subletalmente 13 dias antes, fueron marcadas con anticuerpos anti-B220 y anti-IgM y
analizadas por FACS. Se muestran los numeros absolutos de los precursores de células B y de células B
totales (B220") en la MO. Los precursores de células B fueron clasificados segiin la nomenclatura de Hardy
R.R. y col.”": B220°IgM™ (Fracciones A-D) y B220"IgM® (Fraccién E). Los valores corresponden al

promedio = DS (n=9).*p<0.005. Se muestran resultados representativos de dos experimentos independientes.

Los ratones CTSL"™™"* presentaron ademas un incremento significativo en la celularidad
total del bazo (2 veces mayor) y en el porcentaje de células B220" esplénicas con respecto a

los ratones wt (Figura 16a). En concordancia con resultados reportados por otros

349,351,352 nkt/nkt

autores , tanto en los ratones wt como en los CTSL , mas del 98% de las células
B220" del bazo mostraron un fenotipo transicional (HSA"B220'°), mientras que no se

detectaron células B maduras (HSA"°B220™) (Figura 16b). El porcentaje de células B
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transicionales del bazo de los ratones CTSL™™ fue 6 veces mayor al de los ratones wt

(Figura 16b).

Wt CTS LnkVnkt

Numero relativo de células
B220
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Figura 16: Los ratones CTSL™"* presentan una mayor linfopoyesis B in vivo. Ratones wt y CTSL"™ "
fueron irradiados subletalmente. 13 dias después células mononucleares de bazo fueron marcadas con
anticuerpos anti-B220 y anti-HSA, y luego analizadas por FACS. (a) Histogramas representativos de células
B del bazo. Se indican los porcentajes de células B220". (b) Dot plots representativos de células B
transicionales (HSA"B220') del bazo. Los porcentajes de células HSA"B220" estan indicados. Se muestran

resultados representativos de dos experimentos independientes.

El incremento en las células B transicionales incluyd un mayor porcentaje y niimero
absoluto de células correspondientes a ambos estadios transicionales T1 (IgM"IgD"") y T2

(IthiIgDhi) (Figura 17a-b).
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Figura 17: Incremento de la linfopoyesis B en los ratones CTSL"™"" . Ratones wt y CTSL"™" fyeron
irradiados subletalmente. 13 dias después, células mononucleares de bazo fueron marcadas con anticuerpos
anti-B220, anti-IgD y anti-IgM y analizadas por FACS. (a) Dot plots representativos de células B
transicionales T1 (IgM"IgD"") y T2 (IgM"IgD") del bazo. Se indican los porcentajes correspondientes a cada
estadio. (b) Numeros absolutos de células B totales (B220"), T1 y T2 del bazo. Los valores corresponden al

promedio £ DS (n=9). *p<0.005; **p<0.0005; ***p<0.0001. Se muestran resultados representativos de dos

experimentos independientes.

En conjunto estos resultados indican que la MO de los ratones CTSL™"* es capaz de

sostener una mayor linfopoyesis B in vivo.

2.3- Exportacion de linfocitos B

Nuestros resultados muestran que aunque la MO de los ratones CTSL™ "

no presenta
alteraciones en el numero absoluto de precursores de células B, es capaz de sostener una
mayor produccion de linfocitos B. Ademas, como explicdramos previamente, el incremento
en el numero de células B transicionales del bazo (que representan a las células que han
emigrado recientemente de la MO) no estaria asociado a alteraciones en sus niveles de
proliferacion ni de apoptosis basales. Estos datos apoyan la hipotesis de que la emigracion

de células B desde la MO hacia el bazo podria estar incrementada en los ratones CTSL"*"*,

98



Teniendo en cuenta que las células pro y pre-B de la MO proliferan activamente®® mientras

93,94 (VCI'

que la mayoria de las células B transicionales y maduras del bazo son quiescentes
resultados capitulo 1.2), realizamos un pulso con BrdU de manera de marcar las células pro
y pre-B en proliferacion y poder seguir asi su desarrollo™. Mediante esta técnica, al
segundo dia de la marcacion pueden identificarse en el bazo células B con marca positiva
para BrdU. Estas células representan a los precursores de las células B de la MO que

incorporaron BrdU y emigraron hacia el bazo>>’.

En primer lugar analizamos el porcentaje y nimero de precursores de células B de la MO
con marca positiva para BrdU. Como puede observarse en la Tabla 9 y en la Figura 18, no
se observaron diferencias significativas en estos parametros entre ratones wt y CTSL"
indicando que la tasa de proliferacion basal de los precursores de las células B de la MO no

difiere entre los ratones wt y mutantes.

Porcentaje de células BrdU*

Wt 72.0 £ 6.7 86.8+ 7.1 56.0 +5.9
CTSL"™"" 72.3+5.1 84.1+ 6.7 52.3+4.7

Tabla 9: Los precursores de células B de los ratones CTSL""

no presentan alteraciones en la proliferacion.
Ratones wt y CTSL"™™" fueron inoculados con BrdU por 2 dias. Luego células de MO fueron extraidas y
marcadas con anticuerpos anti-B220, anti-CD43 y anti-IgM para su posterior analisis por FACS. Los estadios
de células B fueron clasificados segin la nomenclatura de Hardy R.R. y col.”': Fracciones ABC
(B220"°CD43") y FraccionD (B220'°CD43") y Fraccion E (B220"IgM"). Se indica el porcentaje de células
positivas para BrdU dentro de cada estadio madurativo. Los valores corresponden al promedio + DS (n=4). Se

muestran resultados representativos de tres experimentos independientes.
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Figura 18: La MO de los ratones CTSL"" no presenta diferencias en el niimero de precursores de células B
en proliferacion. Ratones wt y CTSL™" fueron inoculados con BrdU por 2 dias. Luego células de MO
fueron extraidas y marcadas con anticuerpos anti-B220, anti-CD43, y anti-IgM para su posterior analisis por
FACS. Los estadios de células B fueron clasificados segin la nomenclatura de Hardy R.R. y col.”":
Fracciones ABC (B220°CD43") y FracciénD (B220°CD43") y Fraccion E (B220°IgM"). Se indican los
numeros absolutos de los precursores de células B de la MO marcados con BrdU. Los valores corresponden al

promedio = DS (n=4). Se muestran resultados representativos de tres experimentos independientes.

En cuanto al bazo, observamos un incremento en el porcentaje y nimero absoluto de
c¢lulas marcadas con BrdU dentro de las subpoblaciones de células B transicionales T1
(IgM™1gD"") y T2 (IgM"IgD") y de las células maduras M (IgM'*“IgD™) en los ratones
CTSL"™"* (Tabla 10 y Figura 19).

Porcentaje de células BrdU*

Wt 7.51+ 0.70 1.72 £ 0.23 0.29 £+ 0.06
CTSL"™"™ 11.33 £ 0.57** 2.81+0.17** 0.49+0.01*

Tabla 10: Los ratones CTSL""¥ presentan una mayor emigracion de células B desde la MO hacia el bazo.

Ratones wt y CTSL"" fueron inoculados con BrdU por 2 dias. Luego células mononucleares de bazo fueron
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marcadas con anticuerpos anti-IgD y anti-IgM para su posterior analisis por FACS. Se indican los porcentajes
de células marcadas con BrdU correspondientes a las células B transicionales T1 (IgM™IgD"™), T2
(IgM"IgD") y maduras M (IgM"*"IgD™). Los valores corresponden al promedio + DS (n=4). *p<0.05;

**p<0.005. Se muestran resultados representativos de tres experimentos independientes.
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Figura 19: La MO de los ratones CTSL™"* exporta un mayor nimero de células B al bazo. Ratones wt y
CTSL"™* fueron inoculados con BrdU por 2 dias. Luego células mononucleares de bazo fueron marcadas
con anticuerpos anti-IgD y anti-IgM para su posterior analisis por FACS. Se indican los numeros absolutos de
células B transicionales T1 (IgM"IgD""), T2 (IgM"IgD"™) y maduras M (IgM"“IgD") marcadas con BrdU.
Los valores corresponden al promedio = DS (n=4). *p<0.05; **p<0.001. Se muestran resultados

representativos de tres experimentos independientes.

nkt/nkt

Estos resultados indican que los ratones CTSL presentan una mayor emigracion de

células B inmaduras desde la MO hacia el bazo.
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CAPITULO 2-CONCLUSIONES

€ No se observaron alteraciones en la frecuencia o en el niimero absoluto de los
linfocitos B en sus distintas etapas de desarrollo en la MO de los ratones
CTSL"™ "™ Estos resultados indican que la MO de los ratones deficientes en
CTSL no presenta bloqueos en la maduracion de las células B que conduzcan a
una acumulacion o disminucion en el nimero de células B en algun estadio de

desarrollo en particular.

€ Mediante ensayos de UFC, observamos que la MO de los ratones CTSL"""*
presenta una mayor capacidad de produccion de linfocitos B in vitro con

respecto a la MO de los ratones wt.

€ Experimentos de irradiacion y autorreconstitucién demostraron que la MO de

los ratones CTSL"*"* ¢g capaz de sostener una mayor linfopoyesis B in vivo.

€ Experimentos de emigracién de células B de la MO realizados mediante un

Lnkt/nkt

pulso con BrdU, indicaron que la MO de los ratones CTS exporta un

mayor niumero de células B inmaduras al bazo.

€ El incremento en la produccién y en la exportacion de células B inmaduras de
la MO contribuirian al incremento en el numero de células B transicionales del

bazo en los ratones CTSL"*/",

€ En conjunto estos resultados indican que la produccién y la salida de las
células B de la MO hacia la periferia estaria aumentada en los ratones
deficientes para CTSL. Estos resultados sugieren ademas que la maduracion

de las células B en la MO de los ratones CTSL"*""¥ estaria acelerada.
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CAPITULO 3. ROL DE LOS PRECURSORES HEMATOPOYETICOS Y DEL
MICROAMBIENTE DE LA MO EN EL INCREMENTO DE LA LINFOPOYESIS B
EN LOS RATONES CTSL "<kt

El compartimento celular de la MO comprende a una poblacion heterogénea de células,
incluyendo a las células hematopoyéticas en sus diferentes etapas de la diferenciacion y a
las CE. Las CE producen diversos factores reguladores positivos y negativos de la
hematopoyesis, asi como los distintos componentes de la ECM y moléculas de adhesion
que contribuyen a la formacion de nichos especificos para las distintas poblaciones de
cé¢lulas hematopoyéticas. Estos nichos regulan la proliferacion, sobrevida y diferenciacion
de las células hematopoyéticas'’*'"’.

La frecuencia de las CE en la MO es muy baja (15.000 células por fémur, 6 0,125% de la
celularidad de la médula). Por lo tanto, es muy dificil estudiar la funcion de CE aisladas.
Sin embargo, a través de cultivos de CE de MO es posible reproducir al menos algunas
caracteristicas del microambiente de la médula y poder evaluar asi la influencia de las CE
en la hematopoyesis'".

A lo largo de este capitulo se detallan los resultados de distintos ensayos que permiten

evaluar si el efecto de la mutacion nkt sobre la linfopoyesis B, deriva de la ausencia de

actividad de CTSL en las CE y/o en los progenitores de células hematopoyéticas.

3.1-Influencia de las CE de la MO en la sobrevida de las células B

Con el propésito de investigar si la ausencia de actividad de CTSL en las CE influencia la
viabilidad de los linfocitos B, realizamos co-cultivos entre células no adherentes de MO y
monocapas de CE de MO wt o CTSL™"™ por 48hs. Luego mediante marcacion con
anexina V y andlisis por FACS determinamos los niveles de apoptosis en los precursores de
células B de la MO. En forma paralela y como control, cultivamos células no adherentes de

MO en ausencia de CE.
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Como puede observarse en la figura 20a, la presencia de CE disminuyd notablemente la
apoptosis de las células B220". Este efecto fue observado ademas para las subpoblaciones
de células B220"IgM" (Figura 20b) y B220"IgM" (Figura 20c).

En concordancia con resultados previamente reportados por Hardy R.R. y col.”" en los
cuales se demuestra que el contacto con las CE es fundamental para la sobrevida de los
estadios de células B mas inmaduros y que en cambio, la sobrevida de los estadios de
células B mas maduros resulta mas independiente del contacto celular, observamos que la
sobrevida de la subpoblacion de células B2201°IgM' dependié fuertemente de la presencia
de CE (Figura 20b), mientras que la sobrevida de las células B2201°IgM+ resultd menos
afectada por la ausencia de CE (Figura 20c). Estos resultados indican que la presencia de
las CE posee un efecto diferencial sobre la apoptosis entre ambas subpoblaciones.

Por otro lado, no se detectaron diferencias significativas en el rescate de la apoptosis

mediado por las CE wt o deficientes para CTSL.
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Figura 20: Influencia del estroma de la MO en la sobrevida de los precursores de células B. Células de MO
de ratones wt fueron cultivadas por 24hs. Luego las células no adherentes fueron cosechadas y cultivadas
sobre monocapas de CE de MO wt o CTSL"" por 48hs. El porcentaje de células apoptéticas se determind
por marcacioén con anexina V y analisis por FACS (a-c). Histogramas representativos de los niveles de
apoptosis en las subpoblaciones de células B220" (a), B220"IgM" (b) y B220"IgM" (c). Se indican los
porcentajes de células positivas para anexina V dentro de las células B220" (a), B220"IgM™ (b) y B220"IgM"
(¢). Los valores corresponden al promedio £ DS (n=4). *p<0.0001 con respecto al control (sin CE= S/CE). Se

muestran resultados representativos de tres experimentos independientes.

Estos resultados indican que las CE disminuyen considerablemente los niveles de apoptosis
de las células B in vitro.

El hecho de que no se observaron diferencias en el rescate de la apoptosis mediado por las
CE wt o CTSL™™ indic6 que la ausencia de actividad de CTSL en las CE no produce

alteraciones en los niveles de apoptosis de los progenitores de células B in vitro.

3.2.- Experimentos in vitro: ensayos de UFC sobre cultivos de CE

Con el objeto de estudiar la contribucion del microambiente de la MO y la de los
precursores de células B en la mayor produccion de células B observada en los ratones
CTSL"™ " desarrollamos ensayos de UFC en presencia de cultivos primarios de estroma
de MO.

En primer lugar realizamos ensayos de UFC luego del co-cultivo entre células no
adherentes de MO y monocapas de CE de MO wt o CTSL"™™_ Observamos que el nimero
de colonias pre-B luego del co-cultivo entre células no adherentes de MO wt y CE
CTSL™* fue significativamente mayor con respecto al derivado del co-cultivo con
estroma wt (datos no mostrados). Sin embargo, debido a que los nimeros de colonias
obtenidos fueron muy bajos, independientemente de la concentracion de células no

adherentes ensayada, decidimos utilizar la metodologia descripta por Tsuboi I y col.***

, que
consiste en obtener una suspension celular de MO enriquecida en células pro-B y luego

evaluar la influencia del estroma sobre esta subpoblacién. Brevemente, suspensiones
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celulares de MO de ratones wt y CTSL™" fueron enriquecidas en células pro-B (>70%:
B220°CD43"HSA™M) por cultivo en presencia de concentraciones saturantes de IL-7 (Figura
20). Las suspensiones celulares enriquecidas en células pro-B fueron co-cultivadas con CE
de MO de ratones wt o CTSL"™""™ en presencia de IL-7 durante 3 dias. Las células no
adherentes fueron cosechadas, contadas y utilizadas para realizar el ensayo de UFC sobre
metilcelulosa suplementada con IL-7. Siete dias mas tarde, se enumeraron las colonias de

mas de 30 células>*®.
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Figura 20: Enriquecimiento de células pro-B por cultivo en presencia de IL-7. Células de MO de ratones
CTSL" y wt fueron cultivadas en ausencia (a-c) o presencia (d-f) de IL-7 por 4 dias. (a y d) Dot plots
representativos del tamafio (FSC) versus la complejidad (SSC) celular. (b y e) Dot plots representativos de la

expresion de B220 y CD43. Se indica el porcentaje de células B220"°CD43*. (¢ y f) Histogramas
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representativos de la expresion de HSA. Se indica el porcentaje de células HSA™ dentro de la subpoblacion de

células B220°CD43". Se muestra un resultado representativo de tres experimentos independientes.

Como puede observarse en la figura 21, luego del co-cultivo de los precursores de células B

wt con estroma wt o CTSL"™/k

, se registr6 un mayor nimero de colonias pre-B en
presencia de estroma CTSL"™"™ indicando que la mutacion nkt expresada por las CE de la
MO contribuye al incremento en la produccion de células B en los ratones CTSL"™ " por
otro lado, en presencia de estroma wt los precursores de células B CTSL™" dieron origen
a un mayor numero de colonias pre-B con respecto a los precursores de células B wit,
indicando que la presencia de la mutacion nkt en los precursores de células B es capaz de
afectar la linfopoyesis B.

Lnkt/nkt

Es interesante sefialar que el co-cultivo entre los precursores de células B CTS y el

L™ produjo el mayor namero de colonias pre-B, sugiriendo que los efectos

estroma CTS
de la mutacion nkt en las CE y en los precursores de células B son aditivos.

Estos resultados indican que tanto los precursores de las células B como el microambiente
de la MO de los ratones CTSL™"¥  estan involucrados en el incremento de la linfopoyesis

B.
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Figura 21: La ausencia de actividad de CTSL en los precursores de células B y en las CE de MO incrementa
la produccién de linfocitos B in vitro. Células de MO de ratones wt y CTSL"™"* fueron cultivadas con IL-7
por 4 dias para obtener una poblacion celular enriquecida en células pro-B (B220"°CD43 ' HSA™M). Las células
pro-B fueron cultivadas sobre monocapas de CE de MO wt o CTSL™" en presencia de IL-7 por 3 dias. Las
células no adherentes fueron cosechadas, contadas y utilizadas para realizar el ensayo de UFC. 7 dias mas
tarde se enumeraron las colonias de mas de 30 células. Los valores corresponden al promedio = DS (n=3).
*p<0.05, **p<0.005, ***p<0.001. Se muestra un resultado representativo de tres experimentos

independientes.

3.3- Experimentos in vivo: trasplantes de MO
Mediante experimentos de trasplante de MO reciprocos investigamos la influencia de la

mutacion nkt en los progenitores hematopoyéticos y en las CE sobre la linfopoyesis B in

Vivo.
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3.3.1- Efecto de la ausencia de actividad de CTSL en el microambiente de la MO sobre

la produccion de los linfocitos B

Con el objeto de confirmar in vivo la influencia del microambiente de la MO de los ratones
CTSL™* en la mayor produccion de linfocitos B, desarrollamos quimeras de MO. Para
ello, ratones CTSL™ "™ y wt fueron irradiados con una dosis de radiacion letal (900 rad) y
24 hs mas tarde inoculados por via endovenosa con células de MO provenientes de ratones
wt. En experimentos desarrollados paralelamente, células de MO de ratones BALB/c-GFP
fueron inoculadas en ratones wt y CTSL"™™ jrradiados letalmente, de manera de
determinar ademas el porcentaje de células dadoras (células GFP+) involucradas en la

recomposicion de las células B en los ratones huéspedes.

Estudios de quimeras de MO realizados por Allman y col.”” han demostrado que las células
B pueden ser detectadas recién a partir del dia 12 post-trasplante. En este punto, es posible
detectar precursores de células B en la MO, mientras que las células B maduras recién
pueden ser detectadas a partir del dia 18 post-trasplante. Ademas, a los 12 dias del
trasplante la mayorfa de las células B del bazo son transicionales (>98% HSA"B220"),

mientras que la presencia de células B maduras en el bazo se observa a partir del dia 15.

Con el objeto de evaluar la produccioén temprana de células B por la MO, antes de que se
alcance el estado estacionario, evaluamos mediante FACS el desarrollo de las células B a
los dias del 12 del trasplante, momento en el que predominan las células B transicionales

(>98% HSA"B220") en el bazo™.

En primer lugar observamos que en los ratones trasplantados con células de MO de ratones
BALB/c-GFP, tanto en la MO como en el bazo, mas del 96% de las células B220" fueron
positivas para GFP (Figura 22). Estos resultados indican que tanto en los huéspedes wt

nkt/nkt

como en los CTSL el pool de linfocitos B fue reconstituido principalmente a partir de

las células dadoras provenientes de los ratones BALB/c-GFP (Figura 22).
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Figura 22: Los ratones wt y CTSL™ fueron reconstituidos principalmente con células dadoras
provenientes de ratones BALB/c-GFP. Ratones wt y CTSL™"* irradiados con una dosis de radiacién letal,
recibieron 24 hs mas tarde un trasplante de MO de ratones BALB/c-GFP. A los 12 dias, células de MO y bazo
fueron marcadas con el anticuerpo anti-B220 y luego analizadas por FACS. (a y b) Histogramas
representativos de la expresion de GFP. Se indica el porcentaje de células GFP" dentro de la poblacién de
células B220" de la MO (a) o del bazo (b). Como control negativo de la expresion de GFP (isotipo) se
utilizaron células de MO (a) o de bazo (b) de ratones wt. El experimento fue realizado dos veces con

resultados similares.

No observamos diferencias significativas en la frecuencia de las células B en los distintos

Jet/nkt
M (datos no mostrados).

estadios de maduracion de la MO entre huéspedes wt y CTSL
No obstante, registramos un incremento significativo en la celularidad total de la MO de los
huéspedes CTSL™" con respecto a los huéspedes wt (2 veces mayor) y en el nimero
absoluto de células B (Figura 23). Este incremento incluyd a todos los estadios de
maduracion de los linfocitos B de la MO, con excepcion de las células B maduras ya que al

dia del analisis atin no se encuentran presentes%.

111



Se obtuvieron resultados similares tanto en los experimentos donde se utilizaron células

dadoras de ratones wt como en los que se utilizaron células dadoras de ratones BALB/c-
GFP.
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Figura 23: El microambiente de la MO de los ratones CTSL""* influencia el nimero de precursores de
células B. Ratones wt y CTSL"™" irradiados letalmente, recibieron 24 hs mas tarde un trasplante de MO de
ratones wt. A los 12 dias, células de MO de los huéspedes wt y CTSL™™" fueron marcadas con anticuerpos
anti-B220 y anti-IgM y luego analizadas por FACS. Se muestran los niumeros absolutos de los precursores de
células B y de células B totales (B220") en la MO. Los precursores de células B fueron clasificados segtin la
nomenclatura de Hardy R.R. y col.”": B220"°IgM" (Fracciones A-D) y B220"IgM" (Fraccion E). Los valores
corresponden al promedio £ DS (n=10). *p<0.05; **p<0.005; ***p<0.0005. Se muestran resultados

representativos de dos experimentos independientes.

En cuanto al bazo, observamos un incremento significativo en la celularidad total (2 veces
mayor) y en el porcentaje de células B220" en los huéspedes CTSL"™"™ ¢on respecto a los
huéspedes wt (Figura 24a). En concordancia con los resultados reportados por Allman y
col.” mas del 98% de las células B220" del bazo mostraron un fenotipo transicional
(HSA"B220'°)(Figura 24b). Los huéspedes CTSL™"* mostraron un incremento
significativo tanto en el porcentaje (Figura 24b) como en el nimero absoluto de células B

transicionales del bazo (Figura 25).
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Figura 24: El microambiente de la MO de los ratones CTSL"" favorece la linfopoyesis B. Ratones wt y
CTSL"™ " jrradiados con una dosis de radiacion letal, recibieron 24 hs mas tarde un trasplante de MO de
ratones wt. A los 12 dias, células mononucleares de bazo de los huéspedes wt y CTSL™"* fueron marcadas
con anticuerpos anti-B220 y anti-HSA y luego analizadas por FACS. (a) Histogramas representativos de
células B del bazo. Se indican los porcentajes de células B220". (b) Dot plots representativos de células B
transicionales (HSA"B220') del bazo. Los porcentajes de células HSA"B220" estan indicados. Se muestran

resultados representativos de dos experimentos independientes.
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Figura 25: Influencia del microambiente de la MO de los ratones CTSL"" en 1a produccion de linfocitos B.
Ratones wt y CTSL"™" irradiados con una dosis de radiacién letal, recibieron 24 hs més tarde un trasplante
de MO de ratones wt. A los 12 dias, células de bazo de los huéspedes wt y CTSL"™"™ fueron marcadas con

anticuerpos anti-B220 y anti-HSA y luego analizadas por FACS. Se indican los ntimeros absolutos de células

113



B transicionales (HSA"B220") del bazo. Los valores corresponden al promedio + DS (n=10). *p<0.001. Se

muestran resultados representativos de dos experimentos independientes.

Estos resultados indican que, in vivo, el microentorno de la MO de los ratones CTSL "kt
estd involucrado en el incremento de la produccion de linfocitos B y en el incremento del

numero de células B transicionales del bazo en estos ratones.

3.3.2- Efecto de la mutacion nkt en los progenitores de células hematopoyéticas de la

MO sobre la linfopoyesis B

Con el objeto de investigar la contribucion de los precursores hematopoyéticos de los
ratones CTSL™"™ en la mayor produccion de células B in vivo, huéspedes wt irradiados
letalmente (900 rad) fueron trasplantados 24 hs mas tarde con células de MO provenientes
de ratones wt o CTSL™"*

A los 12 dias del trasplante, las células de la MO y del bazo fueron analizadas por FACS de

manera de evaluar el desarrollo de los linfocitos B en dichos 6rganos’”.

En primer lugar registramos un incremento significativo (2 veces mayor) en la celularidad
total de la MO en los ratones trasplantados con células de MO de ratones CTSL™ """ con
respecto a los huéspedes trasplantados con células de MO wt.

Tanto el porcentaje como el nimero absoluto de células B de la MO fueron mayores en los

ratones trasplantados con células de MO de ratones CTSL™ "

(Figura 26a y c). Este
incremento se observo en todos los estadios de maduracion de los linfocitos B de la MO

(Figura 26 b-c).
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Figura 26: La ausencia de actividad de CTSL en los precursores de células hematopoyéticas incrementa la
linfopoyesis B. Ratones wt irradiados con una dosis de radiacion letal, recibieron 24 hs mas tarde un
trasplante de MO de ratones wt o CTSL™¥_ A los 12 dias, células de MO de los huéspedes wt fueron
marcadas con anticuerpos anti-B220 y anti-IgM y luego analizadas por FACS. (a) Histogramas
representativos de células B de MO. Se indican los porcentajes de células B220". (b) Dot plots representativos
de los precursores de células B en la MO. Se indican los porcentajes de células B220"°IgM" (Fracciones A-D)
y B220"°IgM" (Fracciéon E)’'. (c) Numeros absolutos de los precursores de células B y de células B totales
(B220") en la MO. Los valores corresponden al promedio + DS (n=10). *»<0.0005. Se muestran resultados

representativos de dos experimentos independientes.

Ademas observamos un incremento significativo en la celularidad total (2 veces mayor) y
en el porcentaje de células B220" del bazo en los ratones trasplantados con células de MO
de ratones CTSL"*""" (Figura 27a). Los ratones trasplantados con células de MO CTSL"™"*
mostraron un incremento significativo tanto en el porcentaje (Figura 27b) como en el

numero absoluto de células B transicionales del bazo (Figura 28).
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Figura 27: Los precursores hematopoyéticos de los ratones CTSL™"* contribuyen al incremento de la
linfopoyesis B. Ratones wt irradiados con una dosis de radiacion letal, recibieron 24 hs mas tarde un
trasplante de MO de ratones wt o CTSL™"_ A los 12 dias, células de bazo de los huéspedes wt fueron
marcadas con anticuerpos anti-B220 y anti-HSA y luego analizadas por FACS. (a) Histogramas
representativos de células B del bazo. Se indican los porcentajes de células B220". (b) Dot plots
representativos de células B transicionales (HSA"B220') del bazo. Los porcentajes de células HSA"B220"°

estan indicados. Se muestran resultados representativos de dos experimentos independientes.
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Figura 28: Influencia de los progenitores hematopoyéticos de los ratones ratones CTSL"™" en la produccion
de linfocitos B. Ratones wt irradiados con una dosis de radiacion letal, recibieron 24 hs mas tarde un
trasplante de MO de ratones wt o CTSL™"_ A los 12 dias, células de bazo de los huéspedes wt fueron

marcadas con anticuerpos anti-B220 y anti-HSA y luego analizadas por FACS. Se indican los nimeros
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absolutos de células B transicionales (HSA"B220') del bazo. Los valores corresponden al promedio + DS

(n=10). *p<0.0005. Se muestran resultados representativos de dos experimentos independientes.

Estos resultados confirman que los progenitores de células hematopoyéticas de la MO de

Lnkt/nkt

los ratones CTS contribuyen en el incremento de la linfopoyesis B in vivo asi como al

aumento en el nimero de células B transicionales del bazo en estos ratones.
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CAPITULO 3-CONCLUSIONES

€ Las CE de la MO disminuyeron notablemente los niveles de apoptosis de los
precursores de células B in vitro, especialmente los de la subpoblacion de
células B220"IgM". Sin embargo, no observamos un efecto diferencial sobre la
apoptosis de los precursores de células B debido a la ausencia de actividad de

CTSL en las CE.

€ Mediante ensayos de UFC en presencia de estroma de MO evaluamos el efecto
de la mutacion nkt en las CE y en los precursores de células B sobre la
produccion de linfocitos B in vitro. Nuestros resultados indican que tanto los
precursores de las células B como las CE de la MO de los ratones CTSL"<"*

contribuyen al incremento de la linfopoyesis B in vitro.

€ Los resultados obtenidos a partir de experimentos de trasplante de MO
reciprocos indican que la presencia de la mutacion nkt tanto en las CE como en
los precursores de las células hematopoyéticas favorece la produccion de
linfocitos B in vivo asi como el incremento en el nimero de células B

transicionales registrado en el bazo de los ratones CTSL" ",
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Discusion
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La funcionalidad y efectividad del sistema inmune dependen del mantenimiento de un
conjunto estable de diferentes subpoblaciones celulares que desempenan roles especificos
durante las respuestas inmunes. Asi, tanto el numero absoluto de cada subpoblacion celular
como su frecuencia relativa deben ser finamente regulados de manera de asegurar el
desarrollo normal de una respuesta inmune eficaz. Alteraciones en este equilibrio pueden
conducir a distintas patologias como inmunodeficiencias, sindromes linfoproliferativos y

. 4
auto 1nmunes3 > .

La proteasa lisosomal CTSL ejerce una amplia influencia sobre el sistema inmune. Estudios
realizados en nuestro laboratorio utilizando ratones CTSL™" demostraron que la falta de
actividad de la CTSL genera alteraciones tempranas en la seleccion positiva de los
timocitos CD4™"7. Se demostré ademas que la CTSL regula el nivel de expresion de
diversos componentes de la ECM en los organos linfoides e influencia el nimero y la

.., . . . P 17.34
composicion de las poblaciones linfoides T centrales y periféricas®' =%,

Durante el desarrollo de esta Tesis investigamos la participacion de la CTSL en la

regulacion del nimero de células B tanto en la MO como en la periferia.

En primer lugar investigamos si la mutacion nkt estaba asociada a alteraciones en las
poblaciones de células B periféricas. Observamos que los GL de los ratones CTSL"™""
muestran un mayor porcentaje y niimero absoluto de células B220°'CD19". Aunque no
puede descartarse que otras poblaciones celulares que expresan la molécula B220 -como las
células NK o las CDs plasmocitoides- también estén aumentadas, el incremento en el
namero de células que coexpresan B220 y CD19 (marcador ausente en las células NK) asi
como el de células CD19" que coexpresan IgM o IgD (que no son expresadas por las
celulas NK ni por las CDs plasmocitoides) confirma el incremento en el nimero de las
células B en los GL de los ratones CTSL™ "

El hecho de que las células B de los GL muestran niveles de expresion normales de B220,

CD19, IgM e IgD, indica que las células B de los GL de los ratones CTSL" presentan

un fenotipo maduro.
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Por otra parte, resultados previos de nuestro laboratorio demostraron que las células B de
los ratones CTSL"™"™ proliferan en respuesta al mitdgeno LPS y secretan anticuerpos IgG
especificos frente a OVA, indicando que las células B de los ratones mutantes para CTSL

son funcionales®™.

El namero de linfocitos B resulté incrementado en el bazo de los ratones CTSL™ "
aunque la magnitud de dicho incremento fue menor al registrado en los GL. Desarrollamos
un andlisis mas exhaustivo de modo de evaluar si el aumento en el nimero de células B en

el bazo de los ratones CTSL"™"

abarcaba a las distintas subpoblaciones de células B.
Los ratones CTSL"*"¥ presentaron un mayor porcentaje y nimero absoluto de
células B transicionales T1 y T2 y de células B de la ZM del bazo. Por el contrario, el

numero de células B FM resulto normal.

Considerando que las células B inmaduras viajan desde la MO hacia el bazo por sangre,
medimos los niveles de las mismas en SP. Observamos un incremento en el numero de
cé¢lulas B inmaduras o transicionales en la SP de los ratones deficientes en CTSL. Por su
parte, el nimero de células B maduras en la SP de los ratones CTSL™" no mostro
diferencias significativas respecto del de los ratones wt.

Por lo tanto, de la misma manera que ocurre en el bazo, la SP de los ratones

deficientes en CTSL presenta un mayor nimero de células B transicionales.

La homeostasis de las poblaciones linfoides periféricas depende por un lado, de la
produccion permanente de estas células por los 6rganos linfoides centrales y por el otro, de
los niveles de proliferacion y apoptosis de las mismas en la periferia.

Estudiamos en primer lugar si la ausencia de actividad de CTSL era capaz de alterar los
niveles de proliferacion y apoptosis basales de las células B de los GL y del bazo. Las tasas
nkt/nkt

de proliferacion y de apoptosis basales de las células B de los GL de los ratones CTSL

no difirieron significativamente de las observadas en los ratones wt.
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Estos resultados indican que el incremento en el nimero de células B en los GL de los
ratones mutantes para CTSL no esta asociado a la presencia de alteraciones en sus
niveles de proliferacion o apoptosis basales.

Tampoco se observaron diferencias significativas en los indices de proliferacion o de
apoptosis de las células B esplénicas entre los ratones mutantes y los wt. Mas atn, la
subpoblacion de células B transicionales -cuyo nimero esta aumentado en el bazo de los
ratones CTSL™" . no mostrd alteraciones en sus niveles de proliferacién y apoptosis
basales.

El hecho de que los indices de proliferacion y apoptosis basales de las células B
transicionales esplénicas no difieren significativamente entre ratones wt y mutantes,
indica que el incremento en el nimero de células B transicionales del bazo de los
ratones CTSL"™ " no esta relacionado con alteraciones en los niveles de dichos

Procesos.

Como explicaramos en la Introduccion, las células B se originan en la MO y emigran como
células B inmaduras hacia el bazo donde completan su maduracién. En este o6rgano, las
células B transicionales atraviesan procesos de seleccion positiva y negativa y la mayoria
de las células B T2 sobrevivientes se diferencia a células B FM, mientras que una minoria
se diferencia a células B de la ZM”. Resultados anteriores de nuestro laboratorio

Lnkt/nkt

demostraron que los ratones CTS presentan adenomegalia, siendo el nimero absoluto

de células linfoides por GL tres veces mayor al registrado en los GL de los ratones wt**.
Ademas, los GL de los ratones deficientes en CTSL presentan una mayor expresion de
diversos componentes de la ECM como colagenos, laminina y fibronectina®*’. En cambio el
bazo de los ratones CTSL™"* presenta una celularidad normal y no muestra alteraciones

en los niveles de expresion de los componentes de la ECM**

. Teniendo en cuenta que la
ECM regula la disponibilidad y actividad de diversos factores de crecimiento, quemoquinas
y hormonas que regulan la sobrevida de las células B, puede proponerse que el incremento
en los niveles de componentes de la ECM en los GL podria dar lugar a un aumento en la
disponibilidad de nichos linfoides, lo que permitiria el soporte de un mayor nimero de

células B. Dado que las células B FM recirculan desde el bazo hacia otros organos
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linfaticos como los GL, un mayor nimero de linfocitos B FM provenientes del bazo podria
entrar y permanecer en el microambiente alterado de los GL de los ratones mutantes. Por
otro lado, las células B de la ZM que, a diferencia de las células B FM no recirculan sino
que permanecen en el bazo, muestran un numero significativamente aumentado en los

ratones CTSL"¥/*

Por otra parte, el hecho de que las células B transicionales del bazo representan a las células

92,93
(0}

que han emigrado recientemente de la M y que el nimero de las mismas se encuentra

Lnkt/nkt

incrementado en los ratones CTS -en ausencia de alteraciones en su tasa de

proliferacion y/o apoptosis- nos sugirid que la emigracion de las células B desde la MO

hacia el bazo podria estar incrementada en los ratones CTSL™ """

La tasa de produccion de los linfocitos B es un determinante clave del tamafio del pool de
células B'®. Por lo tanto, los factores que regulan la tasa de produccion son elementos
claves en el mantenimiento de la homeostasis de las células B periféricas. Investigamos

entonces si la ausencia de actividad de CTSL era capaz de afectar la linfopoyesis B.

En primer lugar, no observamos alteraciones en la frecuencia o en el nimero absoluto de
las células B en sus distintos estadios de maduracion en la MO de los ratones mutantes para
CTSL. El hecho de que la maduracion de las células B en la MO de los ratones
CTSL"™ ™ no presenta bloqueos en ninguno de los estadios de desarrollo, sugiere que
el pasaje de un estadio de diferenciacion a otro no requeriria de la presencia de CTSL

funcional.

Con el objeto de investigar si la ausencia de actividad de CTSL era capaz de afectar la
produccion de células B por la MO, realizamos en primer lugar ensayos de UFC.

nkt/nkt

Los resultados obtenidos indicaron que la MO de los ratones CTSL presenta una

mayor capacidad de produccion de células B in vitro.
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Investigamos entonces si la ausencia de CTSL afectaba la linfopoyesis B in vivo mediante
ensayos de irradiacion y autorreconstitucion de MO. Dado que en condiciones
homeostaticas los ratones mutantes no muestran aumentos en las poblaciones de
precursores de células B de la MO, evaluamos la produccion temprana de células B por la
MO antes de que se alcanzara el estado estacionario. Dado que las células B transicionales
representan la produccion reciente de la MO y que predominan en etapas tempranas post-
irradiacion, evaluamos los niveles de recomposicion de células B en la MO y en el bazo al
dia 13 post-irradiacion, cuando la mayoria de las c€lulas B en el bazo son transicionales
(>98% HSAMB2201°)349’35 1332 "Observamos que el niimero de precursores de células B en la
MO de los ratones CTSL"™""™ fue 2 veces mayor al registrado en la MO de los ratones wt.
Ademas el nimero de células B transicionales del bazo fue 7 veces mayor en los ratones
deficientes para CTSL.

Lnkﬂnkt

Estos resultados demuestran que la MO de los ratones CTS es capaz de sostener

una mayor linfopoyesis B in vivo.

En conjunto nuestros resultados indican que, a pesar de que en condiciones homeostaticas
no se observa un aumento en el nimero de precursores de células B en la MO, la

produccion de linfocitos B y el nimero de células B transicionales en la SP y el bazo se

Ln kt/nkt

encuentran incrementados en los ratones CTS . Basandonos en que las células B

transicionales representan a las células B en desarrollo que emigran desde la MO hacia el
bazo, estos datos nos sugirieron que la MO de los ratones CTSL™* podria estar
exportando una mayor cantidad de células B al bazo. Teniendo en cuenta que los

precursores de las células B de la MO presentan una alta tasa proliferativa®®*

3,94

, mientras que

p , . 9 .
las células B del bazo son en su mayoria quiescentes ", realizamos un pulso con BrdU.
Dos dias después de la inoculacion de BrdU, se pueden detectar en el bazo células B
marcadas que representan a los precursores de las células B de la MO que incorporaron

BrdU y emigraron hacia el bazo™’

. De esta manera, al marcar a los precursores de células B
de la MO en proliferacion es posible cuantificar su afluencia al bazo como células B

.. 353
transicionales ™.
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Los precursores de células B de la MO de los ratones CTSL™ " no mostraron diferencias
significativas en su tasa de proliferacion comparada con la de los ratones wt. Sin embargo,
el nimero de células B esplénicas marcadas con BrdU fue 2 veces mayor en los ratones
CTSL"™™ ¢on respecto a los wt, observandose el mayor incremento en la subpoblacion de
células B T1.

nkt/nkt

Estos resultados indican que los ratones CTSL

de células B desde 1a MO hacia el bazo.

exportan un numero aumentado

El conjunto de estos resultados indica que la produccion y salida de las células B de la
MO hacia la periferia esta aumentada en estos mutantes y sugiere que la maduracion

de los linfocitos B en la MO estaria acelerada.

El desarrollo de los linfocitos B depende del microentorno de la MO, formado por las CE y
la ECM que éstas secretan. Las CE ademas de brindar el soporte necesario para el
desarrollo de los linfocitos B, actuan como una fuente de factores de crecimiento criticos
que regulan su diferenciacion' """, Por su parte, la ECM regula la disponibilidad, actividad
y localizacion de los factores de crecimiento y genera sefiales involucradas en la
diferenciacion y proliferacion de los progenitores de células B'7%'8%1%3,

Por otra parte, alteraciones intrinsecas de los precursores de células B pueden modificar la

capacidad de produccion de linfocitos B por la MO***3%,

Con el objeto de evaluar si el efecto de la mutacion nkt sobre la linfopoyesis B estaba
mediado por la falta de CTSL en las CE y/o en los progenitores de células B, realizamos
ensayos de UFC en presencia de estroma de MO derivado de ratones wt y mutantes.

Observamos que la presencia de CE CTSL"""*

incrementa el numero de colonias pre-B a
comparacion con el estroma wt, indicando que la falta de actividad de CTSL en las CE de
la MO contribuye al incremento de la linfopoyesis B. La presencia de CE CTSL™" fye
capaz de incrementar el nimero de colonias tanto cuando se utilizaron precursores de

células B wt como cuando se utilizaron precursores de células B CTSL™"
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Por otro lado, los precursores de células B CTSL"™"™ dieron origen a un mayor namero de
colonias pre-B con respecto a los precursores de células B wt, independientemente del
origen del estroma. Por lo tanto la ausencia de actividad de CTSL en los precursores de
cé¢lulas B también participaria en la mayor produccion de linfocitos B por la MO de los
ratones CTSL" ",

El hecho de que el mayor nimero de colonias se obtuvo luego del co-cultivo entre los
precursores de células B CTSL™™ y ¢l estroma CTSL™™ sugiere que los efectos
causados por la ausencia de actividad de CTSL en los precursores de células B y en el
estroma de la MO sobre la linfopoyesis B son aditivos.

Estos resultados indican que la presencia de la mutacion nkt tanto en los precursores
de las células B como en las CE de la MO de los ratones CTSL"“"_ juega un rol en el

incremento de la linfopoyesis B in vitro.

Con el objeto de investigar in vivo la influencia de la mutacion nkt en los precursores
hematopoyéticos y en el microambiente de la MO sobre el incremento de la linfopoyesis B
en los ratones CTSL"™ "™ desarrollamos experimentos de trasplante de MO reciprocos.

De la misma manera que en los experimentos de autorreconstitucion, evaluamos la
recomposicion temprana de las células B en la MO y en el bazo, antes de que se alcanzara
el estado estacionario.

Cuando se compar6 el nivel de recomposicion de células B en la MO entre huéspedes
CTSL"™ " y wt trasplantados con células de MO wt, se observd un mayor numero de
precursores de células B en la MO de los huéspedes mutantes. Correlativamente, el nimero
de células B transicionales del bazo fue significativamente mayor en los huéspedes
CTSL™™"™ Estos resultados indican que el microambiente de la MO de los ratones
deficientes en CTSL es capaz de sostener una mayor linfopoyesis B in vivo.

Para determinar la influencia de la mutacion nkt en los precursores de células B, se
compararon los niveles de recomposicion de células B en la MO y en el bazo de huéspedes

wt trasplantados con células de MO CTSL™ ¥

o wt. Tanto el porcentaje como el nlimero
absoluto de precursores de células B de la MO fueron mayores en los ratones trasplantados

con células de MO CTSL"™" que en los trasplantados con células de MO wt. Ademés el
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bazo de los huéspedes wt trasplantados con células de MO CTSL™""

mostrd un mayor
numero de células B transicionales que el bazo de los huéspedes trasplantados con células
de MO wt. Estos resultados indican que los progenitores de células hematopoyéticas de la
MO de los ratones CTSL"™ " contribuyen al incremento de la linfopoyesis B in vivo.

En conjunto, los resultados de los trasplantes de MO reciprocos indican que tanto los
precursores hematopoyéticos como el microambiente de la MO de los ratones

kt/nk e .r . . . .
CTSL"™ "™ estan involucrados en la mayor produccion de linfocitos B in vivo.

El esquema que surge a partir del conjunto de estos experimentos puede delinearse de la
siguiente manera: la MO de los ratones mutantes produce un mayor nimero de linfocitos B.
La presencia de la mutacion nkt tanto en los precursores de los linfocitos B como en el
microentorno de la MO determinaria un aumento en la capacidad de produccion de células
B por la MO de los ratones carentes de actividad de CTSL. Sin embargo, como el nimero
de precursores de linfocitos B no estd aumentado en la MO de los mutantes mientras que el
namero de células B que se exporta a la periferia esta significativamente incrementado,
puede postularse que la velocidad de maduracion (es decir, el tiempo en que tardan las
c¢lulas B en pasar de un estadio de desarrollo al siguiente y alcanzar el estadio de célula B
inmadura) estaria acelerada.

El hecho de que, estando aumentada la produccion de células B, no se observen
incrementos en el nimero de células B en ninguno de los estadios de desarrollo, permite
hipotetizar ademas que el incremento en la produccion de linfocitos B podria estar asociado
a aumentos en los precursores linfoides mas tempranos como los CLPs.

Ademas, aunque hemos demostrado que la produccion de las células T CD4 " por el timo de
los ratones CTSL™"™ est4d disminuida debido a un defecto en la seleccion positiva
temprana®'’, la produccion y exportacién de timocitos CD8" estd muy aumentada, lo que
apoyaria la hipotesis de un incremento en la linfopoyesis asociada a aumentos en el nimero
de CLPs.

En los ratones mutantes, las células B transicionales se acumulan en el bazo (ya que su

numero estd aumentado en ausencia de alteraciones en los niveles de proliferacion y
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apoptosis). Este resultado abre la posibilidad de que la velocidad de maduracion de las
células B en este 6rgano no esté alterada.

Ademas, teniendo en cuenta que los niveles de proliferacion y apoptosis de las células B
son normales tanto en el bazo como en los GL y que el nimero de células B FM esplénicas
es normal mientras que el nimero de linfocitos B FM en los GL est4 incrementado, puede
postularse que un mayor nimero de linfocitos B FM sale del bazo a la circulacion y al
alcanzar los GL se establecen en ellos. En este sentido cabe reiterar que -a diferencia del
bazo- el estroma de los GL de estos mutantes presenta un conspicuo aumento de diversos
componentes de la ECM, lo que podria estar asociado a su capacidad para albergar un

numero aumentado de linfocitos B (y T).

En conclusion, nuestros datos demuestran que la CTSL juega un rol en el
mantenimiento de la homeostasis de las poblaciones B, participando en la regulacion
de la produccion y la salida de las células B de la MO y en la determinacion del

nimero de linfocitos B en los GL y en el bazo.

Los mecanismos moleculares involucrados en el aumento de la produccion de las células B
por la MO de los ratones CTSL™* no han sido aun dilucidados. Hasta la fecha, la
actividad de la CTSL sobre factores involucrados en la linfopoyesis B ha sido estudiada en
diversos tejidos y o6rganos pero, en nuestro conocimiento, no existen datos acerca de la
actividad de esta proteasa sobre diferentes sustratos en la MO. Analizaremos entonces los
efectos que podrian derivar de la ausencia de actividad de CTSL sobre diversas moléculas
blanco de esta proteasa que poseen efectos demostrados sobre la hematopoyesis B, bajo la
hipotesis de que la actividad de la CTSL en las CE o en los precursores de células B de la

MO podria también estar implicada en la protedlisis de dichas moléculas.

El factor de crecimiento tipo insulina 1 (IGF-1), cuyo efecto positivo sobre la
hematopoyesis B ha sido documentado®*>%, forma complejos con sus proteinas de binding
(IGFBPs). La protedlisis de las IGFBPs es el mecanismo principal que permite la liberacion

de IGF-1 de dichos complejos®®'. Utilizando fibroblastos deficientes en CTSL que
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presentan una disminucion en la degradacién de IGFBP3°%, se ha demostrado que la CTSL
juega un rol en la liberacion del IGF-1. Una disminucion en la degradacion de IGFBP3 por
falta de actividad de CTSL conduciria a menores niveles de IGF-1 disponibles. Aun si se
demostrara que la CTSL en las CE de la MO es responsable de la degradacion de la
IGFBP3 en éste tejido, la consecuente disminucion en los niveles de IGF-1 disponibles
determinada por la falta de actividad de CTSL derivaria eventualmente en un efecto
negativo sobre la linfopoyesis B, lo que no apoya la hipdtesis de la participacion de la
CTSL en la degradacion de los complejos IGF-1/IGFBPs como el mecanismo implicado en

el aumento de la linfopoyesis B en los ratones CTSL™"¥,

Por otro lado, en un modelo experimental de infarto de miocardio, se ha demostrado una
disminucion en los niveles de expresion de los factores SCF y SDF1 en el miocardio de
ratones KO para CTSL**. Dado que ambos factores son reguladores positivos de la

: : 210,231
linfopoyesis B*'**

, una disminucién de SCF y SDFI1 que derivara de la ausencia de
actividad de CTSL en el estroma de la MO daria como resultado una disminucién en la
hematopoyeis B; por lo tanto, una posible actividad de la CTSL sobre estos factores en la
MO no pareceria estar implicada en el efecto positivo sobre la linfopoyesis B observada en

los ratones CTSL"/k

Se ha reportado que las CE de la MO establecen sitios de hematopoyesis activa conocidos
como “nichos” hematopoyéticos donde residen las HSCs'*'"". La capacidad de las HSCs
de autorrenovarse y diferenciarse es fundamental para la homeostasis de la hematopoyesis,
por lo tanto, los nichos hematopoyéticos deben ser capaces de regular finamente estos
procesos especialmente luego de una mielosupresion. Los osteoblastos forman nichos para
las HSCs que estan en un estado quiescente, mientras que las células endoteliales de la MO
establecen nichos para las HSCs que estan en un estado mas activado (ciclando). El rol de
las células endoteliales queda claramente expuesto en situaciones de estrés, como por
ejemplo el derivado de la quimioterapia o irradiacion. En este contexto se propone que
mientras el nicho osteoblastico modula la quiescencia de las HSCs, el nicho endotelial

regenera y repuebla la poblacion de HSCs luego de una mieloablacion®®.
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Se ha reportado ademds que la activacion selectiva de Akt en las células endoteliales de la
MO aumenta la expresion de factores angiocrinos especificos que promueven la
autorrenovacion y expansion de las HSCs, mientras que la activacion conjunta de Akt y
MAPK favorece el mantenimiento y la diferenciacion de estas células’®®. Recientemente se
ha demostrado que la CTSL es capaz de bloquear la senalizacion de Akt en los
cardiomiocitos™’. Ademas, se ha reportado que en keratinocitos deficientes en CTSL se

produce una mayor activacion de las vias de sefializacién Akt y MAPK>®.

Los mutantes para CTSL mostraron una recuperacion hematopoyética mas eficiente
después de una irradiacion subletal. Teniendo en cuenta que luego de una mieloablacion las
HSCs progresan en el ciclo celular y que las células endoteliales de la MO actian como
nichos para estas células, podria hipotetizarse que una mayor activacion de Akt en las
células endoteliales de la MO de los ratones CTSL™ " podria aumentar el nimero de
HSCs acelerando de esta manera la autorreconstitucion hematopoyética luego de la
irradiacion en estos ratones.

Ademas, la interaccion de las HSCs con las células endoteliales juega un rol critico en el
mantenimiento de la hematopoyesis en el estado estacionario®®*; por lo tanto no puede
descartarse que en condiciones homeostaticas una mayor activacion de Akt en las células
endoteliales de la MO de los ratones CTSL"™”" de como resultado un incremento en la
autorrenovacion y expansion de las HSCs influenciando de esta manera la produccion de

linfocitos B.

Por otra parte, diversos estudios sobre el eje Akt en los linfocitos B, han permitido

establecer la importancia de esta via sobre los procesos de diferenciacion, proliferacion,

366

recombinacion de segmentos VDJ y cambio de isotipo de los linfocitos B*™. Por lo tanto,

no puede descartarse que una mayor activacion de esta via de sefializacion en los

nkt/nkt

precursores de células B en los ratones CTSL esté implicada en el incremento de la

hematopoyesis B en estos ratones.
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A pesar de que en los ultimos afos se han descripto diversas funciones especificas de
la CTSL en distintos organos y tejidos, a nuestro entender este es el primer trabajo
que demuestra que la CTSL juega un rol en la regulacion de la homeostasis del pool
de células B. El hecho de que tanto la produccion como la emigracion de células B
inmaduras desde la MO hacia el bazo aumentan en ausencia de actividad de CTSL,
indica que esta proteasa regularia negativamente la produccion y exportacion de
células B de la MO. Por lo tanto, el nuimero de linfocitos B de la periferia resulta

modulado por esta proteasa.
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