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1. RESUMEN EJECUTIVO

La actividad aberrante de los linfocitos B se ha asociado con distintas enfermedades
autoinmunitarias como la artritis reumatoide (AR) (1). Esta enfermedad se caracteriza por
tener un fuerte componente inflamatorio por lo que han sido distintos los mecanismos
estudiados para crear dianas terapéuticas. Las cistatinas helminticas han demostrado
tener efectos antiinflamatorios en modelos de inflamacion como la AR experimental. rAl-
CPI, una cistatina helmintica, ha demostrado un papel inmunorregulador en modelos
inflamatorios. Uno de los mecanismos por medio del cual lo hace es a través de la
induccién de la citoquina antiinflamatoria IL-10. Hasta ahora se desconoce el papel de
rAl-CPI en la induccién de IL-10 en los linfocitos B de donadores sanos y pacientes con
AR. En este estudio se analizo la induccion de IL-10 por parte de linfocitos B purificados
de PBMCs de donadores, y pacientes con AR pareados con controles por edad y sexo
frente a la estimulacion con rAl-CPIl. Durante la seleccion de la concentracion de rAl-CPI
adecuada para realizar las estimulaciones de todos los experimentos, se encontré que la
concentracion 0,1 yM indujo los mayores niveles de IL-10 en comparacion con las otras
concentraciones (1 uM, 0,01 uM, 0,001 uM). Para averiguar si los bajos niveles de IL-10
en la concentracion 1 yM se debieron a efectos citotoxicos, se realizaron estudios de
viabilidad de PBMCs vy linfocitos B con los marcadores FVD y Anexina-V + yoduro de
propidio frente a las cuatro concentraciones de rAl-CPI utilizadas. Se encontré que rAl-
CPI 1 uM fue citotdxica para los linfocitos B de donadores sanos, a diferencia de la
concentracion de rAl-CPI 0.1 uM. Posteriormente, cuando se evaluaron los niveles de IL-
10 en sobrenadantes de PBMCs provenientes de donadores sanos mediante ELISA se
encontraron unos niveles mas altos en la condicion estimulada con rAI-CPIl 0.1 yM
comparada con la condicion control (p=0,012). Para verificar la induccién en linfocitos B
de marcadores asociados a Bregs, las PBMCs de los donadores sanos fueron sometidas
a tincion de marcadores de superficie e intracelular (CD25, CD1d, CD71, CD73, CD5 e
IL.10). Se encontré un descenso estadisticamente significativo en la expresion del
marcador CD25 en la condicion rAlI-CPI 0.1 uM + CpG comparada con CpG (p=0.037),
mientras que no se hallaron diferencias significativas en los demas marcadores.
Después, se midieron los niveles de IL-10 en los sobrenadantes de linfocitos B purificados
de PBMCs de donadores sanos mediante ELISA y se encontraron unos niveles mas altos

en la condicion estimulada con rAlI-CPIl comparada con la condicion control (p=0,0037).
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Posteriormente, se compararon los niveles de IL-10 en los sobrenadantes de linfocitos B
purificados de pacientes con AR y sus controles pareados mediante ELISA,
encontrandose diferencias significativas en los niveles de IL-10 cuando se comparo la
condicion RPMI entre los grupos (p=0,034). La medicién de IL-10 e IL-6 mediante CBA
no arrojo diferencias significativas cuando se comparo entre las condiciones y grupos. En
conclusién, se demuestra que las altas concentraciones de rAl-CPI son citotoxicas para
la subpoblacion de linfocitos B. La estimulacion con rAl-CPI sugiere que es capaz de
inducir produccion de IL-10 en linfocitos B de donadores sanos. Esta tendencia no fue
tan clara en el grupo de casos y controles. La induccién de linfocitos B reguladores no es
concluyente de acuerdo a las mediciones de marcadores de superficie e intracelulares.
Se sugiere la realizacién de estos experimentos con otras técnicas de purificacion de

linfocitos B, asi como un aumento en el tamano de la muestra.



2. INTRODUCCION

El ascenso de las enfermedades inflamatorias cronicas no transmisibles vy
autoinmunitarias, como la AR, se ha asociado con cambios en los habitos higiénicos,
especificamente, la pérdida de contacto con los organismos parasitarios. La AR es una
enfermedad autoinmunitaria con un importante componente inflamatorio cuyo estudio ha
derivado en la creacion de distintas opciones terapéuticas. Los estudios con parasitos
llevaron al descubrimiento de unas moléculas con una capacidad inmunorreguladora
llamadas cistatinas. Su capacidad antiinflamatoria ha sido demostrada en distintos
modelos de inflamacidn, incluidos los de AR, lo que las perfila a futuro como potenciales
opciones terapéuticas. En el Instituto de Investigaciones Inmunolégicas se ha identificado
una molécula derivada de Ascaris lumbricoides, rAl-CPI (2), la cual ha demostrado tener
actividad inmunomoduladora en modelos de colitis y asma experimental. Se encontré que
la cistatina ejerce una actividad antiinflamatoria sobre macréfagos y células dendriticas.
Sin embargo, se requiere saber si existen mas subtipos de células inmunitarias
implicadas en la inmunorregulacion ejercida por la cistatina. Conociendo que la
deficiencia o las alteraciones en la funcionalidad de los linfocitos B reguladores se
encuentran involucradas en la fisiopatologia de la AR, sumado al conocimiento de que
existe una cistatina parasitaria la cual ha demostrado inducir linfocitos B reguladores, es
importante explorar si rAl-CPI es capaz de ejercer una actividad inmunorreguladora en el
contexto de induccion de linfocitos B reguladores. El objetivo de esta tesis de grado es
evaluar la capacidad de induccion de IL-10 por parte de rAl-CPI en linfocitos B de
donadores sanos y de pacientes con AR. Por ello, se extrajo sangre periférica de
donadores sanos y se evaluo si el efecto de rAl-CPI era directo sobre los linfocitos B de
los participantes del estudio. Por lo anterior, se establecieron dos escenarios
experimentales en donde se anadié rAl-CPI a células mononucleares de sangre periférica
(PBMC) y a linfocitos B purificados magnéticamente provenientes de las PBMCs de
donadores sanos. En ambos escenarios se evaluo la produccion de IL-10, y se evalud la
expresion de marcadores reguladores en linfocitos B provenientes de las PBMCs de
estos donadores. Una vez observada la produccion de IL-10 en los donadores sanos, se
procedio a evaluar la produccion de esta citoquina en linfocitos B de pacientes con AR.

Se comparo la produccion de IL-10 en linfocitos B purificados provenientes de pacientes



con AR y controles pareados. De esta forma se evalué la capacidad de rAl-CPI para

inducir la produccién de IL-10 y poblaciones de linfocitos B reguladores.

3. MARCO CONCEPTUAL

3.1 Artritis reumatoide

La AR es una enfermedad cronica, autoinmunitaria, inflamatoria sistémica, cuya
aparicion y desarrollo estan influenciados por factores genéticos, epigenéticos y
ambientales (3). Esta enfermedad autoinmune la cual se encuentra fuertemente asociada
a discapacidad funcional, empeoramiento de la calidad de vida y alto costo en su manejo
(4-6). Distintos elementos celulares y componentes solubles del sistema inmunitario
innato y adaptativo son responsables de la inflamacién y la remodelacion tisular que
experimentan diversas zonas dianas durante el progreso de la enfermedad, participando
todo tipo de células inmunitarias innatas y adaptativas como los macréfagos, linfocitos B,
linfocitos T; asi como células no inmunitarias como los condrocitos, osteoclastos y células
sinoviales (7,8). Dentro de las zonas mas afectas, resaltan los componentes articulares
los cuales se tornan dolorosos, edematosos, e hinchados como consecuencia de una
pérdida en la tolerancia inmunitaria hacia antigenos propios, un evento que conlleva a la
inflamacion de las membranas sinoviales articulares, destruccion cartilaginosa y de
estructuras 6seas adyacentes (9). Con la identificacion de marcadores séricos como el
factor reumatoideo y los anticuerpos antipéptidos ciclicos citrulinados (ACPA) se ha
logrado predecir la severidad de la AR antes de su instauracion clinica. Se sabe que la
intervencién médica temprana evita la progresion de la enfermedad hacia unos fenotipos
caracterizados por mermar la funcionalidad de los pacientes por los cambios
estructurales irreversibles que experimentan y que eran indicadores de peso en los
antiguos meétodos de clasificacion de la AR (10). Debido a la complejidad de la
enfermedad, ha existido un desmedido esfuerzo por caracterizar o definir aquellas rutas
moleculares implicadas en el desarrollo de la enfermedad. La respuesta diferencial que
los pacientes han tenido frente a la medicacion confirma la existencia de una variedad de
fenotipos en las células inmunitarias involucradas en la fisiopatologia de la AR reflejada

en los distintos efectos clinicos al usar medicamentos con distintas dianas celulares (11).



Dentro de este grupo de células se hallan los linfocitos B, cuya actividad inusual se ha
asociado con la manifestaciéon de la enfermedad (1). Desde el punto de vista de la
inmunomodulacion, se ha encontrado una menor cantidad de células T reguladoras en
pacientes con AR comparados con controles (12,13). Paralelamente, cuando se habla de
la faceta reguladora de los linfocitos B (Bregs), se ha descrito una actividad defectuosa y
un numero reducido de los mismos en pacientes con AR comparados con controles
(14,15).

3.2 Células B reguladoras

El auge del estudio de los linfocitos B reguladores fue motivado por el descubrimiento de
que ratones de experimentacién deficientes para células B eran incapaces de
recuperarse de una encefalitis autoinmune experimental (EAE) (16). Hallazgos
posteriores evidenciaron un papel regulador por parte de los linfocitos B sobre distintas
enfermedades con componente inflamatorio como la colitis (17), la EAE (18) y la artritis
(19), al secretar IL-10, una citoquina antiinflamatoria. Por lo anterior, se motivé al estudio
exhaustivo de esta novedosa clase de linfocitos B con caracteristicas
inmunorreguladoras, los cuales recibieron la denominacién de “linfocitos B reguladores”
0 Bregs (20). Los resultados de estas investigaciones fueron claves para el entendimiento
de funcionalidades adicionales no conocidas hasta ese entonces y que iban mas alla de
su clasica respuesta humoral. Las Bregs fueron encontradas responsables de inhibir las
respuestas inmunitarias de perfil Th1, Th2 y Th17; y de desviar la diferenciacién de
linfocitos T hacia un perfil inmunorregulador (21,22). Se encontré que las Bregs eran
capaces de mantener a una reserva de células T reguladoras conocidas como Tregs,
induciendo en estas la expresion del factor de transcripcion maestro Foxp3 (23,24).
Estudios adicionales hallaron a las Bregs como capaces de interactuar con las células
dendriticas y suprimir en ellas la secrecién de citoquinas proinflamatorias, impidiendo
indirectamente la diferenciacion de linfocitos T hacia el perfil Th1 y Th17 (25). En la
actualidad se ha descrito el papel inmunorregulador de las Bregs en un sinnumero de
condiciones como las enfermedades autoinmunes (26), las alergias (27), los tumores

(28), los trasplantes (29) y las infecciones (30).



Uno de los desafios que ha surgido desde el descubrimiento de las Bregs ha sido el tema
de su caracterizacion y clasificacion. Se sabe que los linfocitos B reguladores
identificados hasta el momento pueden hacer parte de cualquier subtipo de células B
conocidas: B1; B2; o de tipo plasmocitos, los cuales estan conformados por los
plasmablastos y las células plasmaticas (31-34). Sin embargo, no existe un consenso en
cuanto a la identificacion de factores de transcripcion propios que definan a este tipo de
células; situacion diferente a las Tregs, cuyo factor de transcripcion regulador maestro es
Foxp3 (35). Si bien es cierto que la expresion de IL-10 ha sido util para la caracterizacidon
de algunos linajes de células B con funciones inmunorreguladoras, existen otros
marcadores de superficie que han sido identificados en ellas, pero que son regulados al
alta, o a la baja, en funcion del grado de diferenciacién y activacién de la célula. Por lo
anterior, existe una disyuntiva en cuanto a si la expresion de estos marcadores de
superficie que hacen a las Bregs una poblacion heterogénea obedece a la influencia de
un ambiente celular particular que induzca a la expresion de los mismos; o si son
marcadores expresados como consecuencia de la activacidon de factores de transcripcion
maestros aun no identificados. La gran variedad de factores externos que determinan el
destino de una célula B hacia una con un fenotipo regulador resaltan la complejidad del
proceso en el cual intervienen elementos de la inmunidad innata y adaptativa como la
sefalizacion mediada por TLR (36,37), BCR (18), e interaccion con receptores de
citoquinas (38—42). Por ello, se ha optado por una forma de clasificacion de las Bregs en
funcion de las citoquinas antiinflamatorias secretadas: IL-10, el factor de crecimiento
transformante beta (TGF-R) e IL-35 (43). En la Tabla 1 se muestran los distintos subtipos
de Bregs caracterizados en modelos experimentales de enfermedades autoinmunes, un
campo en donde este tipo de células han destacado por su demostrada actividad de

inmunorregulacion en un escenario altamente inflamatorio.
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Tabla 1 Subtipos de linfocitos B reguladores identificados en modelos de
enfermedad autoinmune

CD1d"CD5* (B10) B2 Ratén  (44,45)

Humano (46)
BCR activados B2 Raton (47)
CD21MCD23*IgMM B2 Ratén (48)
(T2-MZP)
TIM-1* B2 Ratén (49)
GIFT15B B2/plasmocitos Ratén (50)
CD44MCD138* Plasmocitos Raton (51)
CD24MCD27* ? Humano (52)
CD24hCD38M ? Humano (53,54)
CD154* ? Humano (55)
Activado por LPS ? Ratén (56)

CD25MCD27"CD86"  ? Humano (57)
CDAdN

- CD138M Plasmocito Raton (58)

Abreviaturas: TGF-R: factor de crecimiento transformante . Tabla tomada y modificada
de Baba et al. (43)

3.3 Inmunomodulacion inducida por helmintos

La inmunorregulacion ocasionada por los helmintos ahora es entendida como un
complejo mecanismo de supervivencia parasitaria que se ha gestado como producto de
una relacion hospedador-parasito durante millones de afos (59). Esta regulacion del
sistema inmunitario se produce a distintos niveles, y se estableceria en funcioén de la

carga parasitaria y la susceptibilidad genética del hospedador. Por lo general, la
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inmunorregulacion ocurre cuando la carga parasitaria es alta y cronica; en cambio,
cuando es ligera, suelen presentarse manifestaciones patoldégicas como reaccion a la
infeccion (60,61). Al principio, el tema de la inmunorregulacion derivada de la infeccion
por helmintos fue evidenciada por el establecimiento de un balance positivo de citoquinas
antiinflamatorias sobre las inflamatorias en el organismo hospedador; sin embargo, no se
encontraba del todo esclarecido el mecanismo molecular por medio del cual el parasito
ejercia esta influencia. Los estudios de las infecciones por filarias (62,63) evidenciaron
que aquellos individuos asintomaticos-infectados tenian mayores niveles séricos de IL-
10 (64); mientras que los sintomaticos-infectados tenian un menor numero de células T
reguladoras y unos perfiles Th1/Th17 con una respuesta exacerbada (65). La cuantiosa
evidencia surgida a partir del tema de la inmunorregulacion otorgada al hospedero de las
infecciones helminticas sefala que el parasito actua sobre distintas dianas celulares
hasta tal punto de subvertir al sistema inmunolégico en su ramas innata y adaptativa (66).
Ademas, los crecientes hallazgos sefialaron al helminto como capaz de influenciar la
prevalencia del individuo hacia distintas enfermedades con un importante componente
inflamatorio: las alergias (67) y las enfermedades autoinmunes (68). Hasta este punto se
reconoce la presencia de moléculas excretadas por los helmintos, y que actualmente se
denominan como productos de excrecion-secrecion parasitarios los cuales les han sido
identificadas capacidades inmunorreguladoras. Estas particulas secretadas actuan como
actores fisiologicos en la interfase helminto-hospedador, y pueden ser tan variadas al
abarcar proteinas, lipidos, carbohidratos (69), y vesiculas extracelulares cargadas con
micro RNAs (miRNA) (70,71). Si bien estas moléculas in vivo tendrian un papel digestivo
al emanar del intestino y del utero parasitarios, adquiririan otras funciones fuera del soma
helmintico. Dentro del grupo de las proteinas excretadas se pueden encontrar las
proteasas, los inhibidores de proteasas, los homologos a alergenos de veneno, las
enzimas glicoliticas y las enzimas, las cuales pueden variar de una especie a otra, y las
cuales han sido resumidas en revisiones narrativas de la literatura cientifica (69).
Compete especificar en este apartado que, de los productos de excrecion parasitarias,
los inhibidores de las proteasas helminticas, también llamadas cistatinas, son el énfasis
de una parte de la revision realizada para este proyecto debido a que la cistatina de A.

Lumbricoides, Al-CPI, sera usada en los experimentos planteados en la metodologia. Por

12



lo anterior, en un apartado posterior se profundizara acerca de las generalidades

cistatinas y lo descrito de ellas en el apartado de la inmunorregulacion.

3.4 Células B reguladoras inducidas por helmintos

En distintos modelos de infeccidn se ha revelado una capacidad de los helmintos para
expandir poblaciones de linfocitos B con caracteristicas reguladoras. Smit et al.
describieron una reduccion en la inflamacion de la via aérea en ratones sensibilizados a
OVA como consecuencia de la transferencia adoptiva de linfocitos B CD19* de bazos de
ratones infectados cronicamente con S. mansoni. Este efecto antiinflamatorio fue
mediado por la IL-10 (72). Por otro lado, se registré una reduccion de la inflamacion
eosinofilica de la via aérea y de los niveles de IL-5 en el lavado broncoalveolar de ratones
sensibilizados a OVA cuando fueron transferidos con linfocitos B CD19*CD23"
provenientes de los ndédulos mesentéricos linfaticos (NML) de ratones infectados por
H.polygyrus. Los autores demostraron que la transferencia de estas células B hacia
ratones a los cuales les fue inducido EAE también provoco efectos antiinflamatorios (73).
Otros autores registraron una inhibicion de la inflamacion de la via aérea inducida por
OVA en ratones transferidos con linfocitos B CD19*CD1d"d" provenientes de ratones
infectados con S. Mansoni y sensibilizados a OVA. Se reconocié la capacidad de estas
células B para suprimir la respuesta alérgica de la via aérea al inducir la presencia de
Tregs CD4*CD25"Foxp3* en el infiltrado pulmonar secundario al reto alergénico. De
forma sorprendente, estas Bregs lograron revertir la inflamacion alérgica ya establecida
en la via aérea de ratones sensibilizados a OVA. Ademas, se encontré un mantenimiento
de la actividad regulatoria en aquellas células B generadas de forma ex vivo (74). Por
otro lado, unas Bregs productoras de IL-10, las cuales fueron obtenidas de ratones
infectados por S. Mansoni, demostraron tener un papel protector en modelos de anafilaxia
letal sistémica. Sin embargo, este efecto sblo se alcanzé cuando se hacia uso de células
B deficientes para IL-4, debido a que las que lo producian exacerbaban la respuesta
inflamatoria sistémica letal (75). En otro lugar se describié la presencia de células B
CD19* derivadas de la sangre periférica de pacientes con diagndstico de esclerosis
multiple (EM) con una produccién de IL-10 y expresién de CD1d significativamente mas

altas en aquellos infectados con helmintos (Hymenolepis nana, Trichuris trichiura, Ascaris
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Lumbricoides, Strongyloides stercolaris, Enterobius vermicularis) comparados con los
infectados con Trypanosoma cruzi, Paracoccidioides brasiliensis, o sin infeccion (76).
Curiosamente los mismos autores habian descrito con anterioridad una cantidad
significativamente mas baja de recaidas, y una menor actividad de la EM en los infectados
con helmintos cuando se compararon con los no infectados. La infeccion helmintica se
asocid a una mayor induccion de Tregs (CD4*CD25*FoxP3*), asi como con una mayor
excrecion de IL-10 y TGF-B (77).

3.5 Generalidades de las cistatinas

Las cistatinas son una familia de inhibidores reversibles, de union fuerte, de proteasas de
cisteina altamente conservadas en la naturaleza. Inhiben a la mayoria de las cisteinas
endopeptidasas del tipo papaina y a otras peptidasas que tienen un grupo sulfhidrilo en
su sitio activo (78). Las cistatinas se localizan principalmente en los endosomas y
lisosomas, sin embargo, también pueden hallarse en el nucleo, el citosol, la membrana
celular o secretadas por varios tipos de células (79,80). Las proteasas de cisteinas que
inhiben consisten en pequefas proteinas con una masa molecular entre los 23 a 24 kDa.
Se caracterizan por tener unos residuos cataliticos responsables de reacciones
hidroliticas sobre distintos polipéptidos, teniendo una actividad incrementada cuando el
medio en donde se encuentran es acido (pH: 5 - 6.5) (81). Estas proteasas de cisteina
no solamente se caracterizan por la amplia variedad de organismos en donde se
sintetizan, y que abarcan desde bacterias, plantas, animales y humanos; sino que
también se encuentran involucradas en una amplia gama de procesos biologicos vy
patolégicos como el catabolismo de proteinas, regeneracion de heridas, remodelacion de
hueso, osteogénesis y resorcion Osea, cancer entre muchas otras funciones (82).
Cuando se encontré6 que las proteasas de cisteinas eran producidas por algunas
bacterias como Clostridium histolyticum y Porphyromonas gingivalis, se les asocié una
funcion digestiva y de infectividad debido a la capacidad de otorgar a la bacteria la
capacidad de penetrar los tejidos sanos del hospedero (83,84). En los picornavirus, por
ejemplo, las proteasas de cisteinas son fundamentales para la replicacion virica debido
a que escinden, de forma proteolitica, a precursores de proteinas necesarios para el

ensamblaje de nuevas particulas de virus (85). En los mamiferos se han encontrado
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presentes en los lisosomas celulares inhibiendo a varios tipos de catepsinas (B, H, Ly S)
responsables de procesos inmunitarios como la presentacion antigénica (86). En los
parasitos favorecen la invasion, la metabolizacion de proteinas y la degradacion de

moléculas que hacen parte de la respuesta inmune del hospedero (87).

3.5.1 Superfamilia de cistatinas

Con base a la secuencia de aminoacidos que poseen las proteinas con actividad
inhibitoria de cisteinas proteasas son asignadas en una de las tres familias mayores de

cistatinas (88).

Familia 1 (estefinas).

Estas cistatinas se caracterizan por carecer de enlaces disulfuros o cadenas de
carbohidratos en comparacion con las de otras familias. Poseen secuencias
estrechamente relacionadas y carecen de secuencia sefializadora. Las cistatinas de este
grupo son producidas intracelularmente, y se ha descrito su presencia en 6rganos
humanos como el higado, bazo, placenta, mucosa oral y utero. Se conforman
aproximadamente de 100 residuos de aminoacidos con una masa molecular aproximada
de 11 kDa (81,88). No es unica su presencia en humanos, también se ha descrito su
presencia en otros mamiferos (89). Las cistatinas de esta familia han recibido el nombre
de estefinas, dentro de las que se encuentran la estefina humana Ay B, de las cuales se
ha descrito estar presentes en varios tejidos (90) y tienen entre si una amplia identidad
de secuencia. Estas han sido halladas en centros germinales de 6rganos linfoides

secundarios y en células dendriticas foliculares (91).

Familia 2.

Llamadas también como “familia de cistatinas”, se caracterizan por tener dos bucles de
disulfuro cerca del extremo carboxilo. Estas cistatinas son excretadas al medio

extracelular y algunas de ellas se encuentran glicosiladas. Este grupo de cistatinas estan
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conformadas por 115 a 120 residuos de aminoacidos y tienen una masa molecular de 13
a 14 kDa (81). Los genes que codifican para estas cistatinas estan agrupadas en un
segmento de 1.2 Mb en el cromosoma 20 (92). Las cistatinas humanas dentro de grupo
sonlaC,D, S, SA, N, Ey M. (81,93,94). Algunas cistatinas de nematodos se encuentran
incluidas en este grupo y han mostrado capacidad para inhibir a las catepsinas B, Ly S
(95). Las cistatinas de los nematodos se encuentran involucradas en la regulacion de la
respuesta inmune a nivel de procesamiento antigénico y presentacion de antigeno-
células presentadora de antigeno (CPA), asi como con la regulacion a la baja de la

respuesta inmune de linfocitos T del hospedero que infectan (96).

Familia 3.

Los kininégenos son proteinas multifuncionales intravasculares que contienen tres
dominios de cistatina tipo 2 (81). El gen de kindbgeno ha sido localizado en el brazo largo
del cromosoma 3, especificamente en 3q26-qter (97). Los primeros kinindbgenos de alto
y bajo peso molecular fueron conocidos en sus comienzos como precursores
biosintéticos de quininas vasoactivas, como la bradiquinina y calicidina, afectando
directamente la cascada de coagulacion sanguinea y la regulacion de la presion arterial
(98). Los kinindgenos, junto con la a2-macroglobulina, son los mayores inhibidores de
proteinasas de cisteina en el plasma sanguineo. En los seres humanos, el H-quininégeno
y el L-quininégeno son glicoproteinas de cadena sencilla, compuestas por una cadena
pesada N-terminal, el segmento de quinina y una cadena ligera C-terminal. La cadena

pesada y la cadena ligera estan interconectadas por puentes disulfuro (99,100).

3.5.2 Estructura de las cistatinas

El alineamiento de las secuencias de aminoacidos de las cistatinas que pertenecen a la
primera familia, es decir las estefinas, muestra una alta identidad de secuencias (>50%)
(Figura 1). Estudios de cristalografia y mutagénesis definen tres motivos conservados
responsables de la actividad inhibitoria que ejercen sobre las proteasas de cisteina C1.

El primero es una glicina N-terminal (101), el segundo es un bucle de glutamina-valina-
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glicina (Q-X-V-X-G) y el tercero es un lazo de horquilla C-terminal conformado por los
residuos prolina-triptéfano (PW). En humanos el tercer dominio varia, estando
conformado su motivo por PG (estefina A) o PH (estefina B) (90). Para el caso de las
cistatinas pertenecientes a la familia de cistatinas tipo 2 se encuentra una conformacion
similar. Cuando se caracteriz6 la estructura de la cistatina C se encontré que el primer
dominio también estaba conformado por una glicina (Gly9) N-terminal la cual era
importante para la correcta orientacion de la regidn N-terminal hacia la cisteina proteasa
a inhibir. El segundo y tercer dominio también se involucraron en la inhibicion de las
proteinas y son el primer y el segundo bucles de horquilla conformados por los residuos
de aminoéacidos GIn53 a Gky57 (region QXVX); y Pro103 a Trp104, respectivamente.
Cuando se realizan formas truncadas de los primeros 11 aminoacidos en la cistatina C
se encuentra que existe una disminucion en la inhibicién de la papaina de hasta mil veces,
resaltando la importancia del papel inhibitorio de aminoacidos en el extremo N-terminal
de la cistatina (102). Ahora bien, a pesar de que los miembros de la familia 1 de las
cistatinas compartan residuos de aminoacidos conservados con los de la familia 2,

difieren en sus estructuras tridimensionales (Figura 2) (103).

A. Family I Cystatins (Intracellular)
Cystatinh

BN~ S REREN

CystatinB

CystatinA BNEY MBI <BERCONE DLVETGERY DEVEODERIGE

CystatinB

Figura 1. Alineamiento de secuencia de aminoacidos de las estefinas. El asterisco
debajo de los aminoacidos sefala la identidad de secuencias en las columnas resaltadas
en verde. Dicha de identidad de secuencias es amplia (>50%) entre las estefinas A 'y B.
Debajo de algunos aminoacidos hay puntos [.] que indican la presencia de sustituciones
semiconservativas; mientras que los dos puntos [:] indican sustituciones conservativas
de los mismos. Tomado y adaptado de Ochieng et al. (103).
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Cistatina D (Familia 2 de cistatina)
Figura 2. Modelo de cintas y espacio de las cistatina A y D. Cada estructura de

cistatina tiene un nucleo de laminas B antiparalelas de cinco hebras envueltas alrededor
de un nucleo de una hélice central. Tomado de Ochieng et al. (103).

3.5.3 Mecanismo de accion de la cistatina

El modelo general de la inhibicion de cisteina proteasas por las cistatinas recibe la

denominacion de modelo de curia. El extremo N-terminal y el primer y segundo bucle de
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la cistatina se fijan como una cufa altamente complementaria a la hendidura del sitio
activo de la papaina lo que impide la union de la ultima con su sustrato. No hay
reordenamiento conformacional de ninguna de las dos moléculas, la interaccién es
predominantemente hidréfoba. En el modelo de interaccion de la cistatina y la papaina
ilustrado en la (Figura 3), los dos primeros bucles de la cistatina interactuan con los
residuos que recubren la parte mas ancha de la hendidura del sitio activo de la papaina,

pero de manera relativamente alejada del sitio catalitico Cys25 (90).

CYSTATIN

sERsneRrRRR e e Y5

1102

Cevevenvevenssrenl

w177

PAPAIN

FRO7 82057 Ta0di Ll el -/

Figura 3. Esquema del “modelo truncado” propuesto para la interacciéon de la
cistatina de la clara de huevo y la papaina. Tomado de Turk et al. (90).

3.5.4 Efectos biolégicos de las cistatinas

Las cistatinas parasitarias han demostrado inhibir in vitro las proteasas de cisteina
endosomales y la actividad enzimatica de la papaina. Lo anterior podria afectar la
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presentacion antigénica de las células inmunitarias (104). Los experimentos con las
cistatinas de Ascaris Lumbricoides, Onchocerca volvulus y Helogmosomoides polygyrus
sugieren la factibilidad de lo anterior al verse disminuidas la expresion de las moléculas
coestimuladoras HLA-DR, CD-40 y CD-86 en la superficie de las células expuestas al
producto parasitario (105-107). Sin embargo, el mecanismo molecular por medio del cual

la cistatina realiza este efecto no se encuentra establecido.

Otra funcion bioldgica de las cistatinas parasitarias es su capacidad para estimular la
produccion de IL-10, una citoquina antiinflamatoria. Se ha visto este efecto sobre
macrofagos y monocitos humanos. Las distintas rutas biologicas implicadas en la
produccion de IL-10 (la via dependiente de p38, la via dependiente de ERK) secundaria
a la estimulacion por parte de la cistatina demuestran su influencia en el sistema
inmunitario (108). Existe una variedad de estudios que apuntan a la capacidad de las
cistatinas de distintos parasitos para producir 6éxido nitrico, una molécula con posturas

controversiales en el apartado de la inflamacion.

La cistatina de Ascaris lumbricoides ha demostrado ejercer estos efectos bioldgicos de
acuerdo a los estudios realizados por Coronado et al., y en los cuales se profundizara
mas adelante (105,109).

3.5.5 Cistatinas identificadas en helmintos

En los estudios realizados con las cistatinas de helmintos se han identificado distintos
efectos biolégicos que estas moléculas ejercen a nivel celular y humoral, en un contexto
de inmunomodulacion. Los resultados de experimentos realizados en distintos modelos
animales apuntan a que estas proteinas tienen la capacidad de interferir con el
procesamiento antigénico de algunas células, asi como la capacidad de inducir la

produccion de IL-10, oxido nitrico y disminuir la expresion de moléculas coestimuladoras.

Cuando se estudié a Bm-CPI-2, una cistatina homodloga a la producida por Brugia malayi,
un nematodo parasitario, se evidencio su capacidad para inhibir la accion hidrolitica sobre
los substratos utilizados por las cisteinas proteasas propias de endosomas y lisosomas

de lineas celulares de linfocitos B humanos. CPI-2 inhibié en las APC la presentacion
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antigénica de epitopes especificos para linfocitos T, lo que resalta su papel
inmunomodulador (95). Por otro lado, el estudio de la nipocistatina (rNbCys) de
Nippostrongylus brasiliensis permitio evidenciar una capacidad de la ultima para provocar
una restriccion en la proliferacion de linfocitos T de ratones. El antigeno utilizado en este
caso fue la ovoalbumina, y sélo aquellos linfocitos T de ratones previamente
sensibilizados a OVA, pero tratados con la cistatina, tuvieron una proliferacion
marcadamente disminuida. Lo anterior no sucedid en las lineas linfocitarias sin
especificidad hacia la ovoalbumina. Por otro lado, en el apartado humoral, no se
encontraron alteraciones en los niveles séricos de IgG1 e IgG2 de ambos grupos; pero si
en los de IgE, los cuales estaban disminuidos en el grupo expuesto a la nipocistatina. Los
autores concluyeron que los efectos alcanzados y derivados de la cistatina estribaban en
su capacidad para interferir con el procesamiento antigénico (110). Otros hallazgos se
aunaron a la literatura cientifica cuando la onchocistatina (rOv17) sintetizada por O.
volvulus demostré suprimir la proliferacion inducida por antigeno de PBMCs humanas.
Se hallé que era capaz de inducir la produccion IL-10 de una forma independiente a la
estimulacion antigénica. Ademas, el acompafiado descenso en la expresion de proteinas
de HLA-DR y CD86 en el grupo de células expuestas a onchocistatina, una condiciéon que
fue reversible mediante el uso de anticuerpos anti-IL10, demostré su papel para provocar
un estado de hiporrespuesta inmunitaria al interferir con el procesamiento antigénico. Se
sabe que la onchocistatina es inhibidora de las serinas proteasas catepsinas L y S.
Ademas, con los experimentos anteriores, se llegd a descubrir que la misma tiene como
diana principal los monocitos, puesto que su depleciéon no estuvo acompanada de
hiporreactividad celular (106). Esta hiporreactividad celular también fue encontrada en
experimentos con otras cistatinas provenientes de Heligmosomoides polygyrus y Ascaris
Lumbricoides, las cuales demostraron reducir la expresion sobre la superficie de HLA-
DR, CD40 y CD86 con paralela induccion de IL-10 e IL-6 en monocitos (105,107).
Recientemente, se encontré que TsCstN, una nueva cistatina caracterizada proveniente
de Trichinella spiralis, fue capaz de suprimir la produccién de interleucinas
proinflamatorias y la expresiéon de MHCII en macréfagos derivados de la médula 6sea
(111).
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3.5.6 Efecto de las cistatinas en las células B reguladoras

Hasta el momento solo existe un estudio que ha descrito la induccion de células B
reguladoras en ratones tratados con rBmaCys, una cistatina recombinante derivada del
nematodo Brugia malayi. Los resultados revelaron un aumento significativo en el numero
de Tregs IL10* y de células B IgM*B1 en la cavidad peritoneal de ratones tratados con la
molécula comparados con controles. También, se registré6 una menor expresion de los
factores de transcripciéon TBX21/T-bet, y de TNF-a e IL-6 en el tejido colonico del grupo
tratado, hallazgos que sugieren un efecto antiinflamatorio provocado por la cistatina
(112). Los autores no establecen el mecanismo de accion por medio del cual ocurriria
este resultado. Lo descrito en la literatura respecto a estas células B IgM* es que su
frecuencia se ha encontrado reducida en ratones con sintomas de colitis inducida de
forma experimental (113). Como dato interesante, en humanos, estas son mas
abundantes en pacientes con enfermedad de Crohn en remision comparados con los que
tienen sintomas (114). Por otro lado, teniendo en cuenta la induccion de Tregs por parte
de las Bregs, en el infiltrado inflamatorio pulmonar desencadenado por el reto alergénico
descrito por Amu et al. (74), seria interesante establecer el si existe alguna relacién similar

entre las Bregs y Tregs inducidas por las cistatinas helminticas.

3.5.7 Efecto de las cistatinas en modelos de artritis reumatoide

La administracion de la cistatina de B. malayi, ha demostrado ejercer una actividad
inmunorreguladora en modelos de AR inducida por albumina sérica bovina metilada
(mBSA). Segun los hallazgos experimentales obtenidos por Yadav et al., esta cistatina
es capaz de reducir indicadores de inflamacién, como aquellos utilizados para medir la
inflamacion en las patas de los ratones, lo que incluye hinchazoén e infiltrado de células
inflamatorias, en muestras histolégicas, los cuales se encontraron significativamente
reducidos comparados con el grupo control. Los niveles de IL-10 fueron
significativamente mayores en los ratones tratados con la cistatina recombinante, y la IL-
4 estuvo significativamente reducida en el mismo grupo comparados con los no tratados

con la cistatina recombinante. A nivel humoral, se encontré que aquellos ratones tratados
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con la cistatina recombinante tenian unos niveles de IgG1 significativamente mayores, y
de 1gG2a, 1gG2b, 1gG3 especificos para albumina de suero bovino metilado (MBSA)
significativamente reducidos, algo interpretado como una reduccion en la inflamacién por
accién de la cistatina (115). Por otro lado, las muestras biologicas de ratones tratados
profilacticamente con la cistatina recombinante de S. japonicum y a los cuales se les
indujo artritis mediante el uso de colageno tipo 2 bovino, mostraron una regulacion al alta
de células T reguladoras, y una respuesta inmunitaria volcada hacia el perfil Th2 (IL-4),
con una disminucion de la respuesta inmunitaria de perfil Th1 y Th17. En este estudio se
encontro que la cistatina es capaz de inducir selectivamente la producciéon de anticuerpos
al evidenciarse unos niveles significativamente mas altos de 1gG+1 especifica para
colageno tipo 2 bovino, y significativamente mas bajos de IgG2 especificas para el mismo
colageno, en el grupo de ratones tratados profilacticamente con la cistatina, comparados

con controles (116).

3.5.8 Cistatina de Ascaris lumbricoides

Se ha demostrado que rAl-CPI tiene propiedades inmunomoduladoras. Coronado et al.
hallaron que en un modelo de colitis experimental los ratones tratados con rAI-CPI
presentaron una reduccion significativa del indice de actividad de la enfermedad (DAI), el
puntaje de inflamacion histolégica y de la actividad de la mieloperoxidasa comparados
con controles. También se encontré una expresion significativamente reducida de IL-6 y
TNF-A, asi como de los niveles de estas citoquinas en el tejido colonico. También hubo
una sobreexpresion de IL-10 y del gen de TGF-B. Aunque la administracion de rAl-CPI
indujo la expresion iINOS, una enzima asociada con procesos proinflamatorios y la cual
es diana terapéutica en modelos de enfermedad intestinal inflamatoria, su papel en el
desarrollo de la colitis es controversial. En este estudio, la induccion de esta enzima no
se encontrd asociada con exacerbaciéon de sintomas de colitis (109). Los mismos autores,
tiempo después, experimentaron con un modelo de inflamacion de la via aérea. Se
encontré que los ratones tratados con rAl-CPI previo a la sensibilizacidén alergénica con
Blomia Tropicalis tenian una respuesta inflamatoria significativamente reducida del
infiltrado inflamatorio perivascular/peribronquial, en el numero de eosindfilos, neutrofilos

y células caliciformes, en los niveles de citoquinas Th2 del lavado bronquioalveolar (IL-5,
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13, 10) y sobrenadantes de los cultivos de esplenocitos re-estimulados in vitro con rAl-
CPI (IL-4, 5, 13, IFN-y, IL-10, LAP-TGF B), en los niveles de anticuerpos IgE totales y
especificos al alergeno y en el numero de células caliciformes comparados con controles.
También se asocié un incremento significativo en el numero de células T reguladoras en
bazo, y en los niveles de IL-10 del lavado bronquioalveolar y de los sobrenadantes de
cultivos de esplenocitos de ratones solamente tratados con rAI-CPI y los tratados previa
sensibilizacion alergénica. Estos niveles de IL-10 no cambiaron significativamente
cuando se usaron anticuerpos contra el receptor de IL-10. Ademas, cuando se estudié el
efecto de la cistatina recombinante en células dendriticas humanas derivadas de
monocitos se encontré que las ultimas tenian una tendencia hacia una menor expresion
de moléculas coestimuladoras CD86 y CD83 comparadas con controles (105).
Posteriormente, en un estudio no publicado se encontré que cuando se adicionaba rAl-
CPI a células dendriticas derivadas de monocitos coestimulados con LPS habia unos
niveles significativamente reducidos de HLA-DR, CD86 y PD-L1 comparados con las
células estimuladas unicamente con LPS. Bajo las mismas condiciones, se encontro que
la produccion de citoquinas IL-10, TNF, IL-6 e IL-8 era significativamente menor en el
primer grupo. En cuanto a monocitos de sangre periférica, se hall6 una disminucion
significativa en la fluorescencia media de HLA-DR, CD-86 y PD-L1 en aquellos expuestos
a rAl-CPl y LPS comparados con los expuestos unicamente a LPS. rAl-CPI también
redujo significativamente la proliferacion de linfocitos T CD3*CD4* estimulados con
CD2/3/28 comparados con aquellos a los que no se les adiciondé la cistatina. La
coestimulacion de PBMCs de pacientes alérgicos a Blomia Tropicalis con rAl-CPI y
extracto de B. tropicalis redujo significativamente los niveles de IL-10 e |IL-5 comparados

con los niveles de aquellos estimulados unicamente con extracto de B. tropicalis.
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4. HIPOTESIS

La cistatina de Ascaris lumbricoides, Al-CPl, induce el desarrollo de células B
reguladoras.

5. OBJETIVOS

5.2.1 General

Evaluar la capacidad de rAI-CPI para inducir la produccion de IL-10 en linfocitos B de

donadores sanos y de pacientes con artritis reumatoide.
5.2.2 Especificos

1. Evaluar si rAlI-CPIl induce la produccion de IL-10 en cultivos de células
mononucleares de sangre periférica de donadores sanos.

2. Evaluar la produccion de IL-10 y la expresion de marcadores asociados a Bregs
inducida por rAl-CPI en linfocitos B purificados de muestras de donadores sanos.

3. Comparar la produccion de IL-10 inducida por rAl-CPI en los linfocitos B de

pacientes con artritis reumatoide y controles sanos pareados por edad y sexo.

6. METODOLOGIA

6.1. Diseno general del estudio

Corresponde a un estudio exploratorio en la que la unidad de analisis son los linfocitos B.
Se comenzo con una fase de investigacion en donde se determiné si rAl-CPI, un producto
recombinante de Ascaris lumbricoides, es capaz de inducir la produccion de IL-10 en
PBMCs de donadores sanos. Posteriormente, con el fin de evaluar si rAl-CPI tiene una
accion directa sobre linfocitos B, se purificé por seleccion magnética negativa esta
poblacién y se estimuld con este producto recombinante. Luego, se evalud la produccion
de IL-10 por tincién intracelular y medicion en sobrenadantes. De igual forma, se comparoé
la expresién de marcadores de Bregs en linfocitos B (CD71, CD73, CD25 e IL-10).

La segunda fase del estudio evalu6 el efecto inmunomodulador de Al-CPI sobre un cultivo
de linfocitos B de pacientes con diagndstico de AR y controles. Se utilizé la misma

metodologia para recolectar las PBMCs y purificar los linfocitos B. Estos linfocitos B se
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estimularon con AI-CPl para evaluar el potencial inmunomodulador del producto

recombinante. Se midieron los niveles de IL-10 en sobrenadantes y se compararon los

niveles de IL-10 entre los pacientes con AR y controles. En la Figura 3. se puede

observar el diagrama de flujo del disefio general del estudio.

Fase 1 de investigacion

Al-CPI induce la produccion de IL-10
en PBMCs de donadores sanos

Fase 2. ¢Al-CPl induce en
linfocitos B la produccion A
de IL-10 en una forma
directa?

¢Al-CPI induce produccion de IL-10
en linfocitos B de donadores sanos?

¢AI-CPI induce produccion de IL-10
en linfocitos B de pacientes con
artritis reumatoide?

Evaluar otros efectos:
Linfocitos T reguladores

Figura 4. Diagrama de flujo del disefo general del estudio.

6.2 Criterios de seleccion

6.2.1. Fase 1: Criterios de seleccion de donador sano

Con el fin de explorar si rAl-CPI induce IL-10 en PBMCs se seleccionaron 11 individuos

sanos con edad entre los 20 a 40 afos sin diagndstico de AR u otra enfermedad
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autoinmunitaria, o de alergias, a los cuales se les realizé una historia clinica para

descartar sospecha de estas enfermedades.

6.2.2. Fase 2: Criterios de seleccién de casos y controles

Los pacientes con diagndstico de AR fueron seleccionados de una base de datos del
Instituto de Investigaciones Inmunoldgicas compuesta por pacientes diagnosticados con
AR (CIE 10: M05-M06) en un estudio previo llamado “Evaluacion de un producto
recombinante de Ascaris Ilumbricoides con capacidad inmunomoduladora en el
tratamiento de artritis reumatoide y lupus eritematoso sistémico” IP: Josefina Zakzuk,
Contrato: 699-2017. Los controles del estudio fueron personas con similitud en edad y
sexo los cuales no tenian relacion de parentesco con el paciente, pero vivieran (vecino)

0 en un estrato socioecondmico similar (pareados).

. Criterios de inclusiéon: Sujetos entre 18 y 75 afios, residentes en el Departamento
de Bolivar.
. Criterios de exclusion: Pacientes que presentaban como comorbilidad otra

enfermedad autoinmune distinta a AR, mujeres embarazadas, pacientes con diagndstico
de otras poliartralgias inflamatorias, pacientes con otras enfermedades que causen artritis
y pacientes que presenten complicaciones extra-articulares de la AR (vasculitis
reumatoide, sindrome Felty, enfermedad pulmonar asociada y neoplasias, entre otras).

Sujetos que hayan recibido tratamiento antihelmintico en los ultimos 6 meses.

6.2.2.1 Definiciéon de caso

Individuos residentes en municipios del Departamento de Bolivar que fueron
diagnosticados con AR en un estudio previo siguiendo los criterios de la guia de practica
clinica colombiana del Ministerio de la Salud, la cual se basa en los criterios establecidos

por el ACR/EULAR 2010 para hacer el diagnostico de la enfermedad.

6.2.2.3 Definicion de control

Individuos sanos que no tuviesen diagnostico de AR u otras enfermedades autoinmunes,
ni alergias, a los cuales se les realiz6 una historia clinica para descartar sospecha de

estas enfermedades.
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6.3 Consentimiento informado

Para participar en el estudio se le informdé a los participantes en qué consistia la
investigacion y se les solicité la firma de un consentimiento informado (Anexo 1) que fue
aprobado por el Comité de Etica en Investigaciones de la Universidad de Cartagena
(Anexo 4).

6.4 Obtencion de muestras biolégicas

Para el cumplimiento de los objetivos especificos se solicitd la siguiente muestra

bioldgica:

1. Cuatro tubos vacutainer de 10 mL con heparina para extraccion de PBMCs
gradiente de Ficoll y de plasma para medicion de citoquinas e identificacion de

poblaciones celulares en los estudios inmunoldgicos celulares.

Nota: Las muestras de los casos y sus controles pareados se tomaban y se procesaban

siempre el mismo dia.

6.5 Tamano de la muestra

El presente estudio corresponde a un analisis exploratorio y el tamafo de la muestra se
ha definido por conveniencia. La primera fase de investigaciéon sobre los efectos
funcionales de rAl-CPI se realizaron en PBMCs provenientes de 11 donadores sanos. La

comparacion entre casos de AR y controles se hizo en 5§ casos y 7 controles.

6.6 Metodologia especifica
6.6.1 Expresioén y purificacion de la cistatina recombinante Al-CPI

La proteina de estudio, rAl-CPI, se obtuvo de células transformadas de Escherichia coli
cepa BL21 (DE3) con la secuencia codificante para la cistatina de estudio en el plasmido
pET-15b. La proteina recombinante se obtuvo del Banco de Recombinantes del Grupo
de Alergologia Experimental e Inmunogenética de la Universidad de Cartagena “Silvia
Jiménez Hernandez”. Para su produccion, las células se cultivaron en caldo Luria-Bertani
modificado con ampicilina 100 ug/ml a 37°C y se utilizé como inductor de expresion

isopropil- -D-1-tiogalactopiranésido (IPTG) y se congelé a -20°C. Para el lisado se
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realizd la sonicacion de los cultivos una vez descongelados. Antes de realizar la
purificacion se dializé la proteina con Tris-HCL a una concentracion de 20mM, pH:8.5, y
se filtré con filtro de 0.2 ym. La purificacién de la proteina se realizd por medio de
cromatografia de intercambio i6nico (FPLC) haciendo uso del equipo BiologicDuoFlow.
La proteina se purificd dos veces por este método para medir el grado de pureza. La
endotoxina se removio utilizando el estuche de eliminacion de endotoxinas
ToxinEraserTM (GenScript, Estados Unidos) siguiendo las recomendaciones del
fabricante. Este sistema se basé en una matriz de afinidad a la polimixina B modificada
que permite la eliminacién de las endotoxinas de una manera eficiente. En primer lugar,
la columna se lavé con 5 mL de Buffer de regeneracion contenido en el estuche a una
velocidad de 0.25 mL/min. Este proceso se repitié 2 veces mas. Luego, la columna se
equilibré con 6 mL del “Equilibrium Buffer” (receta del fabricante) a una velocidad de 0.5
mL/min, esto se repitid 3 veces. Posteriormente, se colocd 5 mL de rAl-CPl en la columna
y se ajusto la velocidad a 0.25 mL/min. La proteina recolectada se guardé a 4°C para la

posterior medicion de la endotoxina.

6.6.2 Aislamiento de PBMCs

Se extrajeron PBMCs para su posterior cultivo con la proteina recombinante. La
extraccion de PBMCs se realizdé usando un método de separacion Ficoll por gradiente de
densidad. Se extrajo la sangre periférica en tubos heparinizados. Posteriormente, las
muestras se diluyeron en PBS y Ficoll Histopaque (Sigma Aldrich, Ref. 10771) en una
relacion 1:1:1 y se centrifugaron por 20 minutos a 800 g con el fin de visualizar y extraer
la capa de PBMCs. Las células se lavaron 2 veces con 25 mL de PBS/EDTA, y se
resuspendieron en 2 mL de RPMI (Sigma Aldrich, Ref. 8758) completado con
penicilina/estreptomicina, vitaminas y piruvato (5mL, 10 mL y 50 mL para 500 ml de RPMI,
respectivamente). Finalmente, las células se contaron en el equipo automatizado Cell
counter (TC20™ Automated Cell Counter. Ref. 1450102 BioRad) y se diluyeron en

funcién del numero de células por pozo a cultivar con Al-CPI.
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6.6.3 Tincion con marcador de viabilidad FVD

Luego del aislamiento de las PBMCs, las células se sembraron en placas de 24 pozos
(Corning ref. 3526) a una concentracion (1x108 células/mL). Se afiadié rAl-CPIl 1 uM, 0.1
MM, 0.01 uM y 0.001 pM; y RPMI como control negativo. Las células se incubaron por 72
horas en CO2 a 37°C. Después de recolectar las células, estas fueron lavadas con PBS
y se centrifugaron a 300g por 7 minutos. Las células se tifieron con el marcador
eBioscience™ Fixable Viability Dye eFluor™ 780 (cat: 65-0865-14) diluido 1uL (FVD):
4000 pyL (PBS) y se afnadieron los anticuerpos de superficie CD19 y CDS3,
correspondientes a linfocitos B y T, respectivamente. Las células se incubaron durante
20 minutos a 2-8 ° C protegidas de la luz. Se realizé un lavado con Stain Buffer (FBS)
(BD Biosciences, Ref 554657) y se centrifugaron a 300g por 5 min a 4°C. La lectura de
las células se realiz6 usando el equipo FACS Aria Ill (BD Biosciences). El analisis se
realizd usando el software de analisis de citometria de flujo Kaluza (Beckman Coulter

Inc).

6.6.4 Tincion con estuche de viabilidad Anexina-V — Yoduro de Propidio

Para la medicion de la viabilidad de las PBMCs estimuladas con diferentes
concentraciones de rAl-CPI, también se hizo uso del Kit Annexin V-FITC Apoptosis
Detection Kit (Invitrogen, cat. BMS500FI). Después de 72 horas de incubacion de PBMCs
sembradas en placas de 24 pozos (Corning ref. 3526) a una concentracion de 1x10°
células/mL por pozo estimuladas con rAI-CPI 1 yM, 0,1 uM, 0,01 uM, 0,001 uM y RPMI
como control negativo, se recolectaron las células y se lavaron con 200 pL de Stain Buffer
(FBS) (BD, Biosciences, Ref 554657). Las PBMCs se centrifugaron a 300g por 5 min a
4°C vy se resuspendieron en 100 uL de Binding Buffer (Kit Annexin V-FITC Apoptosis
Detection Kit) para la posterior adicion de 2.5 uL de Annexin V- FITC. La suspension
celular se incubd a temperatura ambiente durante 10 minutos, para un posterior lavado
con 100 uL de Binding Buffer. Después de centrifugar la suspension celular a 300g por 7
min a 4°C, esta se reconstituyé con 95 uL de Binding Buffer y se adicion6 5 uL de yoduro
de propidio (Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit (Invitrogen, cat. BMS500FI)). La
lectura de las células se realiz6 usando el equipo FACS Aria Ill (BD Biosciences) y el
analisis de los datos se realiz6 usando el software de analisis de citometria de flujo Kaluza

(Beckman Coulter Inc).
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Tabla 2. Estimulos y concentraciones utilizadas en cultivos celulares

Estimulo Concentraciones

Control negativo RPMI

rAl-CPI 1uM, 0,1 uM, 0,01 uM, 0,001 uyM
CpG 0,5 uM

6.6.5 Cultivo y recolecciéon de sobrenadantes de PBMCs de donadores sanos

Después del aislamiento de las PBMCs (aproximadamente 30 millones), las células se
sembraron en placas de 24 pozos (Corning ref. 3526) a una concentracion (1x10°
células/mL). Se anadioé rAlI-CPI 0,1 uM, RPMI para el control negativo, y para el control
positivo se utilizé CpG (ODN 2006, ref. 130-100-105. Miltenyi Tech (Stock 100uM)) a una
concentracion de 0,5 uM. Adicionalmente, se establecio otra condicion con estimulacion
simultanea de rAl-CPI con CpG. Las células se incubaron por 72 horas en CO2 a 37°C.
Posteriormente, se recolectaron los sobrenadantes mediante centrifugacién de la
suspension celular a 300g por 7 minutos y se almacenaron a -80°C hasta su analisis. El

pellet de células fue procesado para su evaluacion por citometria de flujo.

6.6.6 Tincion con anticuerpos monoclonales de superficie y citometria de flujo

Para explorar el comportamiento de marcadores asociados a Bregs, se utilizé un panel
de marcadores de citometria de flujo previamente estandarizado en el Instituto de
Investigaciones Inmunoldgicas (117). En general, se hicieron analisis de expresion de
marcadores en 60.000 eventos identificados como linfocitos B (CD3- CD19+, eFluor
viability dye-). El pellet celular recolectado de las muestras de donadores sanos fueron
resuspendidas en PBS para posteriormente ser tefiidas con el marcador eBioscience™
Fixable Viability Dye eFluor™ 780 (cat: 65-0865-14) diluido 1uL (FVD): 4000 uL (PBS).
Se incubaron durante 20 minutos a 2-8 ° C, protegidas de la luz. Las células fueron
lavadas 1 veces con Stain Buffer (FBS) (BD, Biosciences, Ref 554657) y centrifugadas a

300g por 5 min a 4°C. Luego se agregd a la suspension celular el mix de monoclonales
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de marcadores de superficie (Anexo 3). Se incubaron por 20 min en oscuridad a 4°C. Se
lavaron nuevamente con StainBuffer. Se anadié el buffer de Fixation/Permeabilization
solucion (Ref. 554722) y se dejé incubando por 20min a 4°C. Se lavaron las células con
PermWash Buffer (1X) (Ref. 554723). Se agregd a la suspension celular los
monoclonales de marcadores intracelulares. La lectura de las células se realizé usando
el equipo FACS Aria lll (BD Biosciences). El analisis se realiz6 usando el software de
analisis de citometria de flujo Kaluza (Beckman Coulter Inc). En el Anexo 6. se desglosan

los paneles de anticuerpos de superficie utilizados.

6.6.7 Purificacion magnética de linfocitos B

Para la purificacion magnética de linfocitos B por seleccidn negativa se utilizo el kit B Cell
Isolation Kit Il, human de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Después de aislar
las PBMCs, estas se resuspendieron en 40 uL de MACS buffer por cada 10° células y se
afiadié 10 pL de coctel de anticuerpos biotinilados CD2, CD14, CD16, CD36, CD43 y
CD235a (glicoforina A) por cada 10° células. El coctel de anticuerpos realiza un marcaje
de las células no-linfocitos B (células T, células NK, monocitos, células dendriticas,
granulocitos, plaquetas y células). La suspension celular se incub6 por 5 minutos en
refrigeracion (2-8°C). Posteriormente, se adicionaron 30 yL de microperlas anti-biotina
por cada 10° células. La suspension anterior se incubd por 10 minutos en refrigeracion
(2-8°C). Las columnas LS se dispusieron en los campos magnéticos del separador y se
lavaron con 3 mL de Binding Buffer. La suspensién celular se vertio sobre la columna LS
dispuesta en el campo magnético del separador MidiMACS con recoleccion del flujo
continuo el cual estd conformada por los linfocitos B recientemente separados. Las
columnas se enjuagaron con MACS buffer para recolectar la mayor cantidad de linfocitos
B. La pureza se confirmé por citometria de flujo, encontrandose valores por encima de
90%.
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6.6.8 Cultivo y recoleccién de sobrenadantes de linfocitos B purificados de
donadores sanos, casos y controles.

Después de la purificacion magnética de linfocitos B provenientes de donadores sanos,
casos y controles, las células se sembraron en placas de 96 pozos (Corning ref. 3526) a
una concentracion (1x10° células/mL). Las células purificadas se estimularon bajo las
mismas condiciones establecidas para las PBMCs: rAI-CPl 0.1 uyM, RPMI (control
negativo) o CpG 0.5 yM (ODN 2006) por 72 horas en 5% de CO2 a 37°C. Posteriormente,
se recolectaron los sobrenadantes mediante centrifugacion de la suspension celular

durante 7 minutos a 300 g, y se almacenaron a -80°C.

6.6.9 Determinacion de IL-10 en sobrenadantes de cultivo de PBMCs y linfocitos B
purificados mediante ELISA

Se determinaron las concentraciones de IL-10 mediante ELISA en los sobrenadantes
usando una curva estandar de IL-10 (Ready-set-Go! Human IL-10 Lyophilized Standard,
ref 29-8109-60. LOT: 4281957, eBioscience). El procedimiento se realizé de acuerdo con
las recomendaciones del fabricante. En el primer dia se realizé la fijacion por 16 horas
del anticuerpo de captura anti-IL-10 (JES3-9D7, REF 14-708-85 eBioscience) a las placas
de microtitulacion de 96 pozos. En el segundo dia se bloqueé la placa con PBS BSA 1%
por 2 horas seguido de lavados sucesivos de los pozos con PBS Tween-20 0.05%.
Posteriormente, se realizaron 7 diluciones seriadas del estandar de IL-10 partiendo desde
la concentracion 300 pg/mL hasta 4,6875 pg/mL y se anadieron los sobrenadantes de los
cultivos de PBMCs vy linfocitos B purificados, asi como los pozos correspondientes a la
condicion blanco. En el tercer dia se realizé la adicidon del anticuerpo de deteccion Anti-
IL10 Biotin (JES3-12G8, ref 13-7109-85, LOT 4285157), y después se adiciond la avidina-
HRP (250x, Ref 00-4100-94, LOT 4278917). Posterior a 6 lavados, se incub6 con el
sustrato TMB (ELISA Substrate Solution eBioscience 10255 2018-01) por 15 minutos y
se paro la reaccion con H2SO4, 2N). Para la lectura de las densidades Opticas se hizo uso
del espectrofotometro (Termofisher Scientific, Multiskan GO) a una longitud de onda de

450 nm. Los OD resultantes fueron sometidos a analisis mediante la herramienta online

33



gratuita Myassays (www.myassays.com) usando una curva logistica de 4 parametros

(4P) recomendada para este tipo de estudios para la interpolacion de los datos.

6.6.10 Determinacion de IL-10 en sobrenadantes de cultivo de PBMCs y linfocitos
B purificados mediante CBA

Se determinaron las concentraciones de las citoquinas utilizando el estuche BD™
Cytometric Bead Array (CBA) Human Inflammatory Cytokines Kit [Interleuquina-6 (IL-6);
Interleuquina-10 (IL-10)]. ElI procedimiento se realizd6 de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante. Durante el procedimiento, se mezclaron las perlas de
captura de las citoquinas con los estandares recombinantes, los sobrenadantes de los
cultivos de linfocitos B de los sujetos de los casos y controles del estudio se incubaron
con los anticuerpos de deteccion conjugados con PE para formar los complejos sandwich.
La intensidad de la fluorescencia de PE de cada complejo sandwich revela la

concentracion de cada citoquina.

6.6.11 Analisis Estadistico

Para comparar los niveles de IL-10 entre las condiciones de los sobrenadantes de cultivos
celulares de donadores sanos, casos y controles, se usaron las pruebas T student o
Wilcoxon dependiendo la distribucion de los datos. Para las comparaciones entre los
niveles de IL-10 entre casos y controles se utilizaron las pruebas t-test no pareada y
Mann-Whitney. Las ilustraciones graficas se realizaron en el programa GraphPad Prism
8 for Windows (Version 8.0.2 (263)). La determinacion de medias y desviaciones
estandares se realizé en el programa IBM SPSS Statistics 25.0. Se utilizé un umbral de

significancia estadistica para el valor de p de 0.05.
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7. RESULTADOS

7.1 Respuesta inmunitaria frente a distintas concentraciones de rAIl-CPI

Para evaluar si rAl-CPI tiene un efecto inductor de IL-10 en cultivos de PBMCs, se inicio
con una titulacion de las diferentes concentraciones de rAlI-CPI (1 uM; 0,1 uM; 0,01 uM y
0,001 uM) en presencia o ausencia de un agonista de TLR-9 (CpG) en células obtenidas
de donadores sanos (n= 5) (Figura 5). Se observé que la concentracion de 0,1 uM de
rAl-CPI indujo los mayores niveles de IL-10 (media: 7,5 £5,2 ng/mL) en comparacién con
el control negativo (RPMI: 4,6 £3,1 ng/mL) (Tabla 3). Dado que la concentracion mas alta
de rAlI-CPl no mostré6 cambios en la produccién de IL-10 con respecto a los niveles
basales, sospechamos que esta proteina podia tener efectos citotoxicos sobre las
PBMCs. Anteriormente, en un trabajo de tesis previo (118) se demostré que la
concentracion de 1 uM no tenia efectos citotoxicos sobre monocitos. Por esta razon, se
procedié a la realizacion de estudios de viabilidad celular enfocados en linfocitos, los

cuales seran descritos en la préxima seccion.
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Figura 5. Niveles de IL-10 en sobrenadantes de PBMCs provenientes de donadores
sanos estimulados con rAl-CPl a diferentes concentraciones y CpG medidos
mediante ELISA. AI-CPI 0,1 yM indujo la mayor liberacion de IL-10 en PMBCs de
donadores sanos. Las PBMCs de donadores sanos fueron incubadas con rAI-CPI (1 pM;
0,1 uM; 0,01 uM y 0,001 pM) y CpG 0,5 uM durante 72 horas. Los datos representan la
media (DEz) de un experimento (n = 5). RPMI, control negativo. CpG, control positivo.
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Tabla 3. Media de las concentraciones de IL-10 en sobrenadantes de PBMCs de

donadores sanos estimuladas con rAl-CPI

Estimulo Media (ng/mL) * DE
RPMI 4,61 3,10
rAl-CPI1 0,001 pM 4,99 3,71
rAl-CP1 0,01 pM 5,14 4,29
rAl-CPI1 0,1 uM 7,59 5,25
rAl-CPl 1 yM 4,58 3,77
rAl-CP1 0,001 pM + CpG 418,58 291,15
rAl-CPI 0,01 pM + CpG 336,34 249,48
rAl-CPI 0,1 uM + CpG 374,65 287,92
rAl-CPl 1 yM + CpG 339,84 330,51
CpG 886,78 839,08

7.2. Viabilidad celular de PBMCs frente a distintas concentraciones de rAl-CPI
mediante anexina y yoduro de propidio

La tincion con anexina-V se ha relacionado con una morfologia nuclear apoptética, asi
como con fragmentacién del ADN. La anexina se une a los residuos de fosfatidil-serina
expuestos en la parte externa de la membrana de las células que han iniciado la
condensacion nuclear durante la apoptosis. Lo anterior sucede justo antes que la
membrana se permeabilice al yoduro de propidio, un marcador que penetra en la célula
en la fase tardia de la apoptosis cuando existe perdida estructural de la membrana
plasmatica (119). Mediante la utilizacion de estos dos marcadores se quiso averiguar si
el mecanismo de la muerte celular estaba mediado por apoptosis. Para la anterior se
cultivaron las PBMCs de dos donadores sanos con rAl-CPIl 1 uM, 0,1 uM, 0,01 uMy 0,001
MM durante 72 horas, Una vez cumplido el tiempo de incubacion, las células fueron
recolectadas y tefiidas con el marcador de viabilidad anexina y yoduro de propidio, En
ambos donadores se encontré un descenso en el porcentaje de células vivas (DN), asi

como un aumento en el numero de células en fase avanzada de la apoptosis (doblemente
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positivas para anexina y yoduro de propidio), cuando fueron estimuladas con la

concentracion mas alta de la proteina recombinante (Figura 8).
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Figura 6. Viabilidad de PBMCs de donadores sanos estimuladas con rAl-CPl. rAl-
CPIl 1 uM es citotéxica en PBMCS de algunos donadores. Las PBMCs de donadores
sanos fueron estimulados con rAI-CPI 0,001 uM, 0,01 yM, 0,1 uM y 1 uM con 72 horas
de incubacion. Las células fueron tefidas con Anexina V y yoduro de propidio (PI). Los
datos representan el porcentaje de células en cada una de las condiciones. RPMI, control
negativo. DP, doble positivas. DN, doble negativas.
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7.3 Viabilidad celular de linfocitos T y B frente a distintas concentraciones de rAl-
CPI

Para establecer el porcentaje de linfocitos T y B vivos en los cultivos de PBMCs
estimulados con rAI-CPI, se cultivaron las PBMCs de tres donadores sanos con rAl-CPI
1 uM, 0,1 pM, 0,01 uyM y 0,001 uM durante 3 dias. Una vez cumplido el tiempo de
incubacion, las células fueron recolectadas y tefiidas con los marcadores de superficie
CD3 y CD19 expresados por linfocitos T y B, respectivamente, y con el marcador de
viabilidad FVD el cual tife de forma irreversible a las células muertas. En la lectura en el
citometro se determind el porcentaje de linfocitos viables teniendo en cuenta aquellas
células que no incorporaron FVD (Figura 7). El analisis a las 24 horas mostré valores
similares de viabilidad celular en presencia o ausencia de rAl-CPI. Sin embargo, a los 3
dias, se hallé un notorio descenso en el porcentaje de linfocitos B vivos estimulados con
rAl-CPI 1 uM en los tres donadores sanos (Figura 8). Este descenso también se observo
en los linfocitos T vivos de dos de los donadores (Figura 9). Lo anterior podria sugerir
que rAl-CPIl 1 uM ejerce un efecto citotdxico en las poblaciones de linfocitos By T, por lo
que se procedioé a averiguar si el mecanismo de muerte se encontraba mediado por

apoptosis.
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Figura 7. Estrategia de identificacion celular por citometria de flujo para
identificacion de linfocitos T y B viables mediante FVD. Del total de eventos, se
eliminaron las dupletas (SSC-A y SSC-H). Después se identificaron las subpoblaciones
de linfocitos T y B mediante los marcadores de superficie CD3 y CD19, respectivamente.
Finalmente se comprobd el marcador de viabilidad FVD en estas subpoblaciones.
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Figura 8. Viabilidad de linfocitos B provenientes de PBMCs de donadores sanos
estimulados con rAl-CPl. rAI-CPI 1 uM es citotdxica en linfocitos B de donadores sanos.
Las PBMCs de donadores sanos fueron estimulados con rAI-CPI 0,001 uM, 0,01 uM, 0,1
MMy 1 uM con 72 horas de incubacion. Posteriormente se hizo tincion con marcadores
de superficie CD3, CD19 y FVD. Los datos representan el porcentaje de células vivas
que no incorporaron el marcador FVD. RPMI, control negativo.
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Figura 9. Viabilidad de linfocitos T provenientes de PBMCs de donadores sanos
estimulados con rAI-CPIl. rAI-CPl 1 pM es citotoxica en linfocitos T de algunos
donadores sanos. Las PBMCs de donadores sanos fueron estimulados con rAl-CPI 0,001
UM, 0,01 pM, 0,1 uM y 1 uM con 72 horas de incubacion. Posteriormente se hizo tincion
con marcadores de superficie CD3, CD19 y FVD. Los datos representan el porcentaje de
células vivas que no incorporaron el marcador FVD. RPMI, control negativo.
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7.4 Respuesta inmunitaria de PBMCs de donadores sanos frente a rAl-CPI

Con el propésito de averiguar el efecto inductor de IL-10 por parte de rAl-CPI se midieron,
mediante ELISA, las concentraciones de IL-10 en sobrenadantes de cultivos de PBMCs
de donadores sanos (n=11) (Tabla 4) estimulados con rAI-CPI 0,1 uM y un agonista del
TLR9 (CpG) en incubacion durante 72 horas. rAl-CPl indujo un aumento estadisticamente
significativo en la media de las concentraciones de IL-10 comparado con la condicién sin
estimular (p<0,05); un aumento que también fue visto con la cistatina y CpG, pero que no
alcanzo significancia estadistica cuando se compard con la condicién estimulada con

CpG solamente (Figura 10).
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Figura 10. Niveles de IL-10 en sobrenadantes de PBMCs provenientes de
donadores sanos estimulados con rAl-CPl y CpG medidos mediante ELISA. rAl-CPI
0,1 pM indujo mayores niveles de IL-10 comparado con la condicion RPMI en
sobrenadantes de PBMCs de donadores sanos. Las PBMCs de donadores sanos fueron
estimulados con rAI-CPI1 0,1 uM y CpG 0,5 yM con 72 horas de incubacion. Los datos
representan la media de IL-10 (95% IC) de un experimento (n = 11) y prueba t-test. RPMI,
control negativo. CpG, control positivo.
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Tabla 4. Caracteristicas sociodemograficas de los participantes

Tipo de Edad (afos) Sexo (F) Ubicacion DAS
participante (Urbano/Rural)
Donadores sanos 29,5 £ 4,96 54,54% 100% / 0% No aplica
(n=11)
%ffg)s 58,4+1023  100% 80% / 20% 4,06 + 1,79
Controles
(n=7) 56,4 + 10,65 100% 85,7% / 14.3% No aplica

DAS (Disease activity score): Puntaje de marcador de la enfermedad, s6lo en pacientes
con AR.

Tabla 5. Media de las concentraciones de IL-10 en sobrenadantes de PBMCs de
donadores sanos (n = 11) estimuladas con rAl-CPl 0,1 ym y CpG 0,5uM medidos
mediante ELISA.

Estimulo Media (ng/mL) * DE
RPMI 11,45 6,10
rAl-CP1 0,1 uM 18,12 11,89
rAl-CP1 0,1 uM + CpG 426,95 194,79
CpG 609,57 607,20
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7.5 Expresion de marcadores relacionados con Bregs

Después de realizar un gating exploratorio para linfocitos B en PBMCs provenientes de
un donador sano (Figura 11), se hizo una seleccion electronica de los linfocitos B en los
cultivos de los primeros 6 donadores sanos y se evalud el efecto de rAI-CPI en la
expresion de marcadores previamente asociados a Bregs. La adicion de CpG aumento
la expresion de los marcadores en los que se espera este comportamiento (IL-10, CD1d,
CD5, CD25 y CD71) y redujo de manera esperada la expresion del marcador CD73. Los
valores de IMF obtenidos en los cultivos con rAl-CPI fueron similares a la condicién de
no estimulacién. La adicion de rAl-CPI, tanto solo como en presencia de CpG, no indujo
cambios significativos en la expresion de los marcadores en comparacion con sus
condiciones controles (RPMI o CpG, respectivamente), excepto el marcador CD25 el cual
se encontré significativamente reducido en la condicién rAlI-CPl + CpG cuando se

compard con la condicion CpG (p=0.037) (Figura 12).
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Figura 11. Seleccion electréonica de linfocitos B provenientes de un donador sano
para la evaluacién de la expresion de marcadores asociados a Bregs. La imagen es
representativa de células PBMCs recolectadas de un donador sano y que fueron
estimulados con rAI-CPlI 0,1 uyM y CpG 0,5 yM con 72 horas de incubacion.
Posteriormente las células fueron tefiidas con los marcadores de superficie: CD25, CD1d,
CD71, CD73, CD5; e intracelulares: IL.10.
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Figura 12. Expresion de marcadores de linfocitos B reguladores en células CD3-
CD19+. rAI-CPI 0,1 pM disminuy6 la expresién del marcador de superficie CD25 en
PBMCs de donadores sanos. Las PBMCs provenientes de donadores sanos fueron
estimulados con rAI-CPI 0,1 uM y CpG 0,5 pyM con 72 horas de incubacion y teiidas con
los marcadores de superficie CD25, CD1d, CD71, CD73, CD5; e intracelulares, IL-10. Los
datos corresponden a la media de IMF para cada marcador (95% IC) de un experimento
(n = 6) y prueba t-test determinado en una ventana de células vivas, CD3- y CD19+.
RPMI, control negativo. CpG, control positivo. IKO, control de isotipo.

7.6 Respuesta inmunitaria de linfocitos B purificados de donadores sanos frente a
rAl-CPI

Para averiguar si rAlI-CPI ejercia un efecto antiinflamatorio mediante la produccion de IL-
10 en un subtipo celular en especifico, se midieron, mediante ELISA, las concentraciones
de IL-10 en los sobrenadantes de linfocitos B purificados de PBMCs de donadores sanos
estimulados con rAI-CPI 0,1 uM y un agonista del TLR9 (CpG) en incubacion durante 72

horas. rAl-CPI indujo un aumento estadisticamente significativo en la media de las
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concentraciones de IL-10 comparado con la condicion sin estimular (p<0,05); un aumento
también visto en la condicidén estimulada con la cistatina y CpG comparada con la
condicion estimulada con CpG solamente (Tabla 5), una diferencia que no alcanzo6

significancia estadistica (Figura 13).
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Figura 13. Niveles de IL-10 en sobrenadantes de linfocitos B purificados de PBMCs
de donadores sanos estimulados con rAl-CPl y CpG medidos mediante ELISA. rAl-
CPI 0,1 uyM indujo mayores niveles de IL-10 comparado con la condicion RPMI en
linfocitos B de donadores sanos. Los linfocitos B purificados de donadores sanos fueron
estimulados con rAI-CPI1 0,1 uM y CpG 0,5 yM con 72 horas de incubacion. Los datos
representan la media de IL-10 (95% IC) de un experimento (n = 8) y prueba t-test. RPMI,
control negativo. CpG, control positivo.

Tabla 6. Media de las concentraciones de IL-10 en sobrenadantes de linfocitos B

purificados de PBMCs de donadores sanos (n = 8) estimulados con rAI-CPI 0,1 ym
y CpG 0,5uM medidos mediante ELISA

Estimulo Media (ng/mL) * DE

RPMI 12,37 8,09
rAl-CP1 0,1 uM 15,18 9,67
rAl-CPI1 0,1 uM + CpG 2758,58 813,43
CpG 2216,18 918,69
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7.6 Respuesta inmunitaria de linfocitos B purificados de pacientes con ARy
controles frente a rAl-CPI

Los pacientes con AR seleccionados tuvieron una media de edad de 58,4 £ 10,23 anos
mientras que la media de sus controles pareados fue de 56,4 £ 10,65 anos. Todos los
participantes fueron del sexo femenino. Con el propésito de averiguar si rAl-CPI ejerce
un efecto sobre la produccién de IL-10 en un subtipo celular en especifico, se midieron,
mediante ELISA, las concentraciones de IL-10 en los sobrenadantes de linfocitos B
purificados de PBMCs de pacientes con AR y controles estimulados con rAI-CPI 0,1 uM
y un agonista del TLR9 (CpG) en incubacion durante 72 horas. Se encontro que la media
de los niveles de IL-10 fueron mas altos en las condiciones rAl-CPl comparado con RPMI,
asi como en las condiciones rAl-CPl y CpG comparado con la condicidon estimulada con
CpG solamente tanto en casos como en controles (Tabla 6), unas diferencias que no
alcanzaron significancia estadistica (Figura 14). Cuando se hicieron las comparaciones
entre las condiciones de ambos grupos, se encontrdo que en todas las condiciones la
media de IL-10 mas alta en los casos comparada con la de controles, sin embargo, solo

alcanzo6 una diferencia estadisticamente significativa la condicién con RPMI (Figura 15).

Tabla 7. Media de las concentraciones de IL-10 en sobrenadantes de linfocitos B

purificados de PBMCs de pacientes con AR y controles estimulados con rAl-CPl y
CpG medidos mediante ELISA

Estimulo Casos (n=5) Controles (n=7)

Media (ng/mL) *DE Media (ng/mL) *DE
RPMI 1,26 1,17 4,63 2,89
rAl-CPI1 0,1 uM 1,98 2,42 4,83 2,69
rAl-CP1 0,1 uM + CpG 731,05 873,61 1178,66 1046,15
CpG 518,71 534,74 939,84 1152,92
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Figura 14. Niveles de IL-10 en sobrenadantes de linfocitos B purificados de PBMCs
de pacientes con AR y controles estimulados con rAl-CPl y CpG medidos mediante
ELISA. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en los niveles de
IL-10 de sobrenadantes de linfocitos B de pacientes con AR y controles. Los linfocitos B
purificados de pacientes con AR (n=5) y controles (n=7) fueron estimulados con rAI-CPI
0,1 uMy CpG 0,5 yM con 72 horas de incubacién. Los datos representan la media de IL-
10 (95% IC) de un experimento, prueba t-test y Wilcoxon en distribuciones de media de
IL-10 paramétricas y no paramétricas, respectivamente. RPMI, control negativo. CpG,
control positivo.
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Figura 15. Niveles de IL-10 en sobrenadantes de linfocitos B purificados de PBMCs
de pacientes con ARy controles estimulados con rAl-CPl y CpG medidos mediante
ELISA. Los controles tuvieron unos niveles de IL-10 mas altos en comparacioén con los
pacientes con AR. Los linfocitos B purificados de pacientes con AR (n=5) y controles
(n=7) fueron estimulados con rAI-CP1 0,1 uMy CpG 0,5 uM con 72 horas de incubacion.
Los datos representan la media de IL-10 (95% IC) de un experimento, prueba t-test no
pareado y Mann-Whitney en distribuciones de media de IL-10 paramétricas y no
paramétricas, respectivamente. RPMI, control negativo. CpG, control positivo.

Los niveles de IL-10 también fueron medidos mediante CBA para las condiciones rAI-CPI
y CpG, y CpG solamente. De forma similar a los resultados obtenidos mediante ELISA,
tanto en casos como en controles, la condicion rAl-CPI y CpG tuvo una media de IL-10

mas alta comparada con la condicidon estimulada con CpG solamente. También se
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encontré que los controles tenian una media de IL-10 mas alta en comparacion con los

casos (Tabla 7). Ninguno de estos analisis alcanzé significancia estadistica (Figura 16).

Cuando se midieron en los sobrenadantes los niveles de IL-6 mediante CBA, se encontro
que en los pacientes con AR la condicién con rAlI-CPl y CpG indujo una menor produccion
de IL-6 en comparacion con la condicion estimulada CpG solamente. Lo contrario ocurrio
con los niveles de IL-6 de los controles, en los cuales se hall6 una media de IL-6 mas alta
cuando se estimulé con rAlI-CPI y CpG comparada con la condicién estimulada con CpG
(Tabla 7). A pesar de que no se alcanzaron diferencias estadisticamente significativas en
estas comparaciones, la media de los niveles de IL-6 fue mas alta para los controles en

las dos condiciones estudiadas (Figura 17).

Tabla 8. Media de las concentraciones de IL-10 e IL-6 en sobrenadantes de

linfocitos B purificados de PBMCs de pacientes con AR y controles estimulados
con rAl-CPl y CpG medidos mediante CBA

Estimulo Casos (n=5) Controles (n=6)

IL-10 Media (ng/mL) *DE Media (ng/mL) *DE
rAl-CPI1 0,1 uM 591,61 694,52 784,99 814,00
CpG 424,58 464,02 671,95 931,47
IL-6 Media (ng/mL) *DE Media (ng/mL) *DE
rAl-CPI1 0,1 uM 1457,27 1271,97 1925,84 1757,59
CpG 1128,92 1266,37 1201,26 1659,16
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Figura 16. Niveles de IL-10 en sobrenadantes de linfocitos B purificados de PBMCs
de pacientes con ARy controles estimulados con rAl-CPl y CpG medidos mediante
CBA. No se encontraron diferencias significativas en los niveles de IL-10 de
sobrenadantes de linfocitos B de pacientes con AR y controles. Los linfocitos B
purificados de pacientes con AR (n=5) y controles (n=6) fueron estimulados con rAI-CPI
0,1 uMy CpG 0,5 pM con 72 horas de incubacién. Los datos representan la media de IL-
10 (95% IC) de un experimento; pruebas t-test y Wilcoxon en analisis pareados; y pruebas
t-test no pareado y Mann-Whitney en analisis no pareados. RPMI, control negativo. CpG,
control positivo.
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Figura 17. Niveles de IL-6 en sobrenadantes de linfocitos B purificados de PBMCs
de pacientes con ARy controles estimulados con rAl-CPl y CpG medidos mediante
CBA. No se encontraron diferencias significativas en los niveles de IL-6 de
sobrenadantes de linfocitos B de pacientes con AR y controles. Los linfocitos B
purificados de pacientes con AR (n=5) y controles (n=6) fueron estimulados con rAI-CPI
0,1 uMy CpG 0,5 pM con 72 horas de incubacién. Los datos representan la media de IL-
10 (95% IC) de un experimento; pruebas t-test y Wilcoxon en analisis pareados; y pruebas
t-test no pareado y Mann-Whitney en analisis no pareados. RPMI, control negativo. CpG,
control positivo.

8. DISCUSION
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En este trabajo de tesis se evalud por primera vez si rAl-CPI tiene un efecto tolerogénico
sobre los linfocitos B. Los resultados expuestos en el marco de esta investigacion
muestran que rAl-CPI induce la produccién de IL-10 en cultivos de linfocitos B purificados
por seleccidon magnética en donadores sanos y pacientes con AR. Dentro de otros
hallazgos se observa que las concentraciones de rAl-CPI 1 uM, con la que se han descrito
efectos tolerogénicos sobre monocitos y células dendriticas, ejercen un efecto citotoxico

sobre las PBMCs, linfocitos B y T de donadores sanos.

Durante la seleccion de la concentracion de rAI-CPl a utilizar en los cultivos
experimentales, se encontré que rAl-CPI 1 uM ejercid un efecto citotdxico reflejado en un
menor porcentaje de PBMCs vivas (doble negativas para anexina y yoduro de propidio),
y un mayor porcentaje de PBMCs en estadios tardios de la apoptosis comparados con el
resto de las concentraciones de rAl-CPI utilizadas. La variacion de los porcentajes de
viabilidad celular difiri6 en cada uno de los donadores, siendo el donador 1 mas sensible
al efecto de rAI-CPI 1 uM. Esta mayor sensibilidad también fue vista en la exposicion de
linfocitos B del mismo donador a esta concentracion de rAl-CPl, los cuales se encontraron
notoriamente disminuidos mediante la medicién con FVD. Lo anterior podria sugerir un
efecto diferencial de la cistatina en funcion del perfil genético de cada individuo, algo en
relacion con hallazgos previos de otros estudios en donde se encontraron respuestas
variables de distintos individuos a rAl-CPI y de efectos no citotdxicos en otros subtipos
celulares (monocitos) expuestos a concentraciones de rAlI-CPI 1 uM (118). La dilucidacion
del receptor putativo con el que interactua rAl-CPI serian claves a la hora de entender los
aspectos de variabilidad de respuesta entre individuos y entre subtipos celulares que se

encuentran pobremente comprendidos.

La condicionr rAl-CPI 0.1 uM indujo una media significativamente mas alta de IL-10 en
los sobrenadantes de linfocitos B purificados de donadores sanos cuando se compardé
con el control negativo (p<0,0037). Aunque la condicion rAlI-CPI + CpG mantuvo esta
tendencia al alza cuando se comparo con la condicion CpG, las diferencias no alcanzaron
significancia estadistica. Lo anterior sugeriria que rAl-CPI tiene una tendencia a inducir
produccion de IL-10 en este tipo celular, algo que se corrobora en los niveles mas altos,
pero no significativos, de IL-10 intracelular en este subtipo en la condicion rAl-CPI

comparado con las condiciones controles. Los niveles de IFM de los demas marcadores
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tampoco alcanzaron diferencias estadisticamente significativas, excepto CD25, lo que
podria sugerir que rAl-CPIl no induce la proliferacién de linfocitos B reguladores con
expresion de estos marcadores. A pesar que el método de purificacion de linfocitos B
escogido demostrd una alta pureza en la recoleccion de este subtipo celular, se encuentra
en desventaja con técnicas mas eficientes como el cell-sorting. Por lo anterior,
consideramos este aspecto una limitacion del presente estudio debido al potencial efecto
que otros subtipos celulares podrian ejercer en la muestra de linfocitos B recolectada, lo
que podria alterar la expresion de sus marcadores de superficie y produccion de IL-10.
Por otro lado, la produccion de IL-10 no es un criterio suficiente para hablar de funciones
reqguladoras por parte de este subtipo celular. Este estudio carece de pruebas de
funcionalidad que demuestren un papel inmunorregulador por parte de los linfocitos B,
las cuales han sido demostradas en experimentos de cocultivo con linfocitos T cuyo
desenlace primario es la proliferaciéon de linfocitos T reguladores y aumento en la
expresion de marcadores coestimuladores (CD80, CD86, PD-L1 y PD-L2) que
demuestran la importancia del contacto célula-célula para la induccién de células con
fenotipo regulador (54,120). Por otro lado, cuando se analizaron los sobrenadantes de
los linfocitos B de casos y controles, se observé en ambos una tendencia al alza en la
media de IL-10 en las condiciones estimuladas con rAlI-CPl comparada con sus
respectivos controles. De las comparaciones anteriores no se obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas, pero si hubo una cuando se comparé la condicién RPMI
entre los dos grupos (p=0,034), siendo mas alta en el grupo control. Lo anterior establece
unas concentraciones basales de |IL-10 mas alta en controles comparada con los casos.
Para las demas condiciones, los controles tuvieron unos niveles de IL-10 mas altos
comparados con los casos, pero las diferencias no fueron estadisticamente significativas.
Se sugiere la realizacion de estos experimentos con una muestra mayor de casos y
controles con el proposito de obtener unas medias de niveles de IL-10 propias de una
muestra representativa para esta poblacion de estudio al observarse la alta variabilidad
de los niveles de IL-10 en los individuos de cada grupo, los cuales fueron pocos para

efecto de este estudio de tipo exploratorio.
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Con respecto a las mediciones de los niveles de citoquinas mediante CBA, los niveles de
IL-10 también mantuvieron una tendencia a ser mas altos en el grupo control para las dos
condiciones estudiadas, asi como también se observd una tendencia en ambos grupos
de una mayor induccién de IL-10 para la condicion estimulada con rAl-CPl + CpG
comparada con la condicion estimulada con CpG solamente. Las diferencias anteriores
no alcanzaron una significancia estadistica. En cuanto a los niveles de IL-6, una citoquina
proinflamatoria asociada con la fisiopatologia de la AR, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas en ninguna de las comparaciones. El CpG es conocido
por ser un fuerte inductor de IL-6 en linfocitos B (121), por lo que es recomendable la

determinacioén de los niveles de IL-6 con rAlI-CPI solamente.

La reduccién significativa en el marcador de superficie CD25 en los linfocitos B de
donadores sanos en la condicion estimulada con rAl-CPl + CpG comparada con CpG
solamente (p=0.037) podria sugerir un papel inmunorregulador por parte de rAlI-CPI. Si
bien el marcador CD25 hace parte de un subtipo de linfocito B regulador, por si mismo
constituye un marcador de activacion de linfocitos B. Los linfocitos B CD25* han
demostrado tener un papel importante en la activacion de linfocitos T, maduracion de
linfocitos B y su expresidn se ha visto incrementada ante la exposicion de agonistas de
TLRs, como CpG, lo que sugiere un papel importante en la defensa temprana contra
agentes microbianos (122). Desde este punto de vista, la disminucion de CD25 en
presencia de un fuerte agonista de TLR-9 podria sugerir cierto tipo de inmunorregulacion

en este subtipo de linfocito B.

Existe evidencia de que los linfocitos B tienen un papel inmunorregulador en
enfermedades autoinmunes como la AR mediante la produccion de IL-10 (18,19). La
infeccion y exposicidn a compuestos parasitarios ha demostrado un aumento de linfocitos
B productores de IL-10 (123,124). Este aumento también se ha visto en linfocitos B1a
IgM* en asociacion a atenuacion de sintomas de colitis en un modelo experimental
expuesto a la cistatina de Bruyia Malayi. Los datos anteriores sugieren que la

inmunorregulacion parasitaria podria estar siendo alcanzada mediante la induccion de
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linfocitos B de tipo regulador. Considerando que rAl-CPI podria ejercer efectos directos
sobre otras poblaciones celulares debido a que ha demostrado inhibir la proliferacion de
linfocitos T CD3*CD4* (118), no se descarta la posibilidad que la cistatina de A.

Lumbricoides ejerza inmunodulacién mediante la generacién de linfocitos B reguladores.

9. CONCLUSIONES

e La concentracion 1 uM de rAI-CPI es citotdxica para los linfocitos B.

e La induccion de IL-10 en cultivos de linfocitos B purificados por seleccion
magnética debe comprobarse con métodos de purificacion mas exigentes dado
que no se pudo demostrar por tincion de IL-10 intracelular dicho efecto inductor.

¢ No se encontraron diferencias en los niveles de IL-10 inducidos por rAl-CPI 0.1 yM

entre pacientes con AR y controles.

10. PERSPECTIVAS FUTURAS

- Para evaluar los efectos de rAl-CPI sobre los linfocitos B de pacientes con
AR es necesario aumentar el numero de individuos participantes para realizar
comparaciones con una muestra significativa de esta poblacion.

- Evaluar la actividad funcional de los linfocitos B previamente estimulados
con rAl-CPIl en cocultivos con linfocitos T midiendo la expresion de marcadores
reguladores de linfocitos T (FOXP3).

- Evaluar los niveles de expresidon de moléculas coestimuladoras CD8O0,
CD86, PD-L1 y PD-L2 en linfocitos B estimulados con rAl-CPI para determinar una

actividad de inmunorregulacion mediada por contacto.
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- Realizar la medicion de otros marcadores de superficie para linfocitos B de
fenotipo regulador reportados en la literatura (CD24, CD38, CD27) posterior a la
estimulacion con rAl-CPlI.

- Se sugiere la realizacion de estos experimentos con otras técnicas de
purificacion de linfocitos B como cell sorting para garantizar un mayor grado de

pureza celular.
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investigacion tiene como fortalezas su capacidad en infraestructura fisica y de recurso
humano para producir moléculas recombinantes con capacidad inmunorreguladora.
Estas moléculas son sometidas a un proceso de caracterizacién, o que permite conocer
sus propiedades biolégicas e inmunoldgicas, incluidas su alergenicidad y actividad
alergénica. Las investigaciones derivadas de la linea Helmintiasis y Alergias han
estudiado el impacto de la ascariasis sobre la respuesta inmunolégica de las
enfermedades crénicas inflamatorias (125-130). Los productos cientificos derivados de
esta vertiente investigativa, y de las otras lineas de investigacion, han sido publicados en
revistas de alto nivel de circulacién internacional, asi como también han sido citados por

autores expertos en el campo de la inmunoparasitologia y la alergologia. Lo anterior ha
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permitido que el Instituto de Investigaciones Inmunoldgicas se haya consolidado como
un centro de referencia mundial y local en Alergologia Experimental. En los inicios de la
linea Helmintiasis y Alergias se demostré que el contacto con los componentes de A.
Lumbricoides estaba asociado con la presentacion y exacerbacion de enfermedades
alérgicas. Los estudios epidemioldgicos llevados a cabo en un municipio de Bolivar
determinaron la alta prevalencia de infeccion por A. lumbricoides en un valor poco mas
del 60% (131) y una asociacion significativa con la presentacion de asma (127). Aunque
las helmintiasis constituyen un problema de salud publica en si misma, la literatura ha
descrito una faceta benéfica de las helmintiasis, las cuales pueden mediar un efecto
protector frente a patologias inflamatorias mediadas por el sistema inmunoldégico, y dentro
de las que se incluyen aquellas con componente autoinmunitario como la AR. La
identificacion, caracterizacion y produccion a nivel recombinante de un producto de A.
Lumbricoides, rAl-CPIl, y su posterior aplicacion sobre modelos de colitis y asma
experimental, demostré la actividad antiinflamatoria de este producto en los modelos de
inflamacion usados por Coronado et al. (105,109). Ahora, en esta linea de investigacion,
se esta investigando si rAl-CPI tiene mayores capacidades inmunorreguladoras, en el
sentido de si el producto parasitario puede actuar sobre otro tipo de células involucradas
en la fisiopatologia de la artritis. Cabe resaltar que los estudios de los productos con
capacidad inmunorreguladora en el Instituto de Investigaciones Inmunoldgicas derivaron
de los estudios de los alergenos y su influencia en la presentacion de las enfermedades
alérgicas, en especial en las del Tropico (132). Paralelamente, en el Instituto de
Investigaciones Inmunoldgicas se realizan otras investigaciones relacionadas con las
alergias, desde el punto de vista clinico, experimental e inmunogenético (133-138), lo

que refleja una constante actividad cientifica.
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14. ANEXOS

Anexo 1. Consentimiento informado

Titulo del proyecto: Evaluacion de un producto recombinante de Ascaris lumbricoides con
capacidad inmunomoduladora en el tratamiento de artritis reumatoide y lupus eritematoso
sistémico

Investigadores: Josefina Zakzuk, Luis Caraballo, y Nelson Alvis

La Universidad de Cartagena lo invita a que participe en el proyecto de investigacion
denominado: “Evaluacién de un producto recombinante de Ascaris lumbricoides con
capacidad inmunomoduladora en el tratamiento de artritis reumatoide y lupus eritematoso
sistémico”, el cual no tiene ningun costo para usted diferente a su tiempo. Su decision de
participar es voluntaria. Por favor, lea este formulario de consentimiento cuidadosamente,
y haga cuantas preguntas considere. Aun si ahora usted decide participar podra
abandonar el estudio en cualquier momento si asi lo desea.

Este proyecto es una investigacion de tipo observacional que se realizara por
profesionales investigadores de la Universidad de Cartagena que cuenta con el aval y
aprobacion del comité de Etica de Universidad de Cartagena. Su objetivo es evaluar la
relacion de la infeccidn por el parasito intestinal Ascaris lumbricoides y el desarrollo de
dos enfermedades autoinmunes: artritis reumatoide y lupus eritematoso sistémico.
Ademas, queremos investigar el potencial inmunomodulador de una molécula derivada
de este parasito como anti-inflamatorio para el tratamiento de estas enfermedades.

Como parte de esta investigacion se le haran preguntas que se consignaran por escrito
en un formulario, indagando sobre sintomas de enfermedades autoinmunes, condiciones
de vida, habitos, caracteristicas de la vivienda, antecedentes personales y familiares.
Toda esta informacion sera incorporada a la base de datos del estudio, cuyo caracter es
confidencial y que solo sera empleada con fines de investigacion biomédica o
epidemiologica. Se le pediran en dias diferentes dos muestras consecutivas de heces
con el fin de determinar la presencia de parasitos intestinales. Estas seran recogidas en
su hogar por el mismo médico o el personal de apoyo contratado para la ejecucion del
proyecto. Los resultados del examen se le daran a conocer de manera oportuna, asi como
el tratamiento que deba tomar en caso de necesitarlo, lo cual sera responsabilidad suya
si lo sigue o no. Los investigadores no se comprometen a suministrarle el medicamento
que necesite.
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También esta contemplado en esta investigacion realizarle examenes paraclinicos que
sirven para confirmar el diagndstico y evaluar la severidad de la artritis reumatoide o lupus
eritematoso sistémico, segun sea el caso. Para esto, se le tomara una muestra de sangre
por puncion venosa a nivel del antebrazo. La puncién sera realizada por una enfermera
entrenada, con material desechable y adecuadas condiciones de limpieza. La muestra
de sangre sera marcada con un coédigo especial del estudio. La puncién venosa
representa un riesgo muy bajo y como unica consecuencia podria resultar un pequefno
hematoma (morado) o infeccion en el sitio donde penetra la aguja. En caso de
presentarse alguna complicacidén con la puncion venosa, el Instituto de Investigaciones
Inmunolégicas de la Universidad de Cartagena cubrira la atencion de esta complicacion.

Es probable que sea seleccionado a una segunda fase del estudio, donde por limitaciones
econdmicas solo se incluira a un grupo representativo de las personas encuestadas. Al
participante de esta fase se le pedira una nueva muestra de sangre para estudiar las
células del sistema inmunoldgico (sistema de defensa de su cuerpo) en especial algunas
qgue se han relacionado con la infeccion parasitaria y que probablemente pueden conferir
proteccion frente a la enfermedad. Las células que se obtengan de la muestra de sangre
que done seran incubadas con un producto del parasito y se observara si esta molécula
genera efectos anti-inflamatorios de manera que se pueda plantear como una opcién
terapéutica susceptible de ser estudiado con mas profundidad. Una parte de estas células
seran congeladas para estudiar en ellas modificaciones epigenéticas que puedan aportar
informacion valiosa sobre mecanismos de defensa que brinden proteccion de
enfermedades autoinmunes. Los resultados de esta investigacién podrian ser de utilidad
para en un futuro ofrecer nuevas opciones de tratamiento para la artritis reumatoide y el
lupus eritematoso sistémico, pero de manera inmediata no le proporcionaran beneficios
directos para el control de su enfermedad.

¢, De qué manera se protege mi privacidad?

Los datos de este estudio seran publicados. El nombre o cualquier forma de identificacion
de Usted no seran utilizados sin su expresa autorizacion. La informacién consignada en
la historia clinica podra ser utilizada por el investigador para el estudio. Esta informacion
puede incluir el nombre, fecha de nacimiento, la direccién, el numero de teléfono y la
historia médica suya. Se utilizara un coédigo que lo identifica y que solo conoceran los
investigadores.

Usted puede hablar con los investigadores en cualquier momento y hacer cualquier
pregunta que tenga en relacién con el estudio.

A los investigadores: la Doctora Josefina Zakzuk, el Doctor Luis Caraballo y el Doctor
Nelson Alvis los puede encontrar en los siguientes teléfonos: 6698491 y 3215412280 o
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por correo electronico: jzakzuks@unicartagena.edu.co,
Icaraballog@unicartagena.edu.co y nalvis@yahoo.com.

Me ha sido dada la oportunidad de hacer todas las preguntas y éstas han sido
respondidas. Me han dado una copia de este consentimiento informado. Firmo como
manifestacion de voluntad y aprobacion para participar en este estudio:

Nombre del Voluntario

No del Documento de Identidad

Fecha
Testigo No. 1 Testigo No. 2
Nombre: Nombre:

C.C. No. C.C. No.

Direccién Direccién
Relacioén con el voluntario Relacién con el voluntario
Fecha Fecha

Firma del Investigador que administra en consentimiento

Fecha
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Anexo 2. Formulario de identificacion de caracteristicas sociodemograficas para
parasitosis intestinales

Formulario de identificacion de factores de riesgo sociodemograficos para
parasitosis intestinales.

1. Fecha: 2. Nombre del Encuestador: _ 3. Numero de

DD/MM/AAAA
4., encuesta:__
5. DATOS DE IDENTIFICACION
6. 1. Nombre del adulto: 7. 2. Fecha de nacimiento: 8. 3.Género: F
DD/MM/AAAA M
9. 4.Municipio: 10. 5.Direccion: 11. 6.Teléfono 12. 7.
Estrat
o:
13.

14. 8. Nivel de escolaridad:

15. Ninguna___Primaria incompleta___ Primaria completa Secundaria incompleta_Secundaria completa__ Técnico o
Tecndélogo _Universitario_ Postgrado

16. 9.0cupacion: 18. 10. Cuanto es el ingreso total mensual

del hogar:

17. Empleador _Trabajador independiente ¢En qué?
Trabajador asalariado Jubilado Desempleado__ 19. S

20. CARACTERISTICAS GENERALES DE LA VIVIENDA

21. 11. ¢{De qué material estd construida la casa?

22. Bloque, ladrillo, piedra. Madera pulida Tapia pisada, adobe_ Bahareque revocado

Bahareque sin revocar_Madera burda, tabla, tablon____Material prefabricado

otro vegetal

Zinc, tela, carbdn, latas, desechos, plastico

Guadua, cafia. Esterilla,
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23.

Sin paredes

24.

25.

12. Material predominante en el piso de la casa:

Alfombra o tapete de pared a pared
Madera burda, tabla, tablén, otro vegetal cemento, gravilla

ladrillo Marmol
Otro, ¢Cual?

Madera pulida y lacada, parqué

Baldosa, vinilo, tableta,
Tierra, arena___

26.

13. Tipo de Techo: Eternit_ Zinc__ Palma__Madera

Otro, ¢Cudl?

27.

28.

14. ¢ La casa esta sobre una avenida
No

principal? Si

Observacion:

29. 15. éLa calle estd
pavimentada?

30. Si__No

31. 16. ¢Hay agua
estancada en los
alrededores?

32. Si__No

33. Sila respuesta es
“no”, salte a la
pregunta 18.

34. 17. éSon permanentes? Si
No

35. ¢{Cudnto demora en
secarse los depdsitos?

36.

18. é{Hay caiios pluviales? Si

No

37. 19. ¢Tiene acceso a los caios pluviales?  Si

No

38.

CONDICIONES SANITARIAS

39.

20. Numero de adultos que viven
en la casa:

40. 21. Numero de niflos que viven en la
casa: Edades:

41. 22. Numero de habitaciones
gue tiene la casa:

42,

23. NUumero de personas que duermen

por habitacion:

43, 24. iLa familia vive en una
No

sola pieza? Si

44. 25. i Tiene servicio de
No

acueducto? Si

45. (Desde hace cuanto tiempo?

46.

26. ¢ Almacena agua de consumo en

tanques? Si No

47. 27. iCada cuanto lava los
tanques?

48. 28. (Donde ubica el tanque de
almacenamiento?

49.
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50. 29. {De dénde obtiene el hogar, el agua para beber o preparar alimentos?

51. Acueducto publico_ Acueducto comunal o vereda__Pozo con bomba Pozo sin bomba, jagliey
Agua lluvia Rio, quebrada, manantial, nacimiento_Pila publica Carro tanque__ Aguatero
Agua embotellada o en bolsa___

FORMULARIO DE IDENTIFICACION DE FACTORES DE RIESGO SOCIODEMOGRAFICOS PARA PARASITOSIS
INTESTINALES

52. 30. ¢Cémo eliminan la basura en esta vivienda?

53. La recoge el servicio del aseo ¢Cada cuanto tiempo?_La tiran a un rio, quebrada, cafio o laguna
54. La tiran a un patio, lote, zanja o baldio La entierran____¢Qué tan lejos? La queman La recoge un
servicio informal___ La eliminan de otra forma_ ¢ Cual?

55. HABITOS HIGIENICOS

56. 31. {Con qué frecuencia 58. 32. ¢Con qué frecuencia se Lava las 60. 33. ¢Con qué frecuencia lava los
hierve usted el agua que manos antes de preparar los alimentos antes de consumirlos?
consume? alimentos?

61. Siempre___Casi siempre___Algunas

57. Siempre Casi 59. Siempre___Casi siempre___Algunas veces Casi nunca
siempre___Algunas veces veces_ Casinunca____ __Nunca_

____Casinunca___ Nunca_ ___Nunca_

62. 34. ¢Su familia usa papel sanitario luego 63. 35. ¢Con qué frecuencia se lava las manos luego de ir al bafio?

de defecar? Si No
64. Siempre___Casi siempre___Algunas veces__Casi hunca Nunca__

65. 36. ¢Dénde preparan los alimentos en este hogar?

66. En un cuarto usado sélo para cocinar En un cuarto usado también para dormir
En una sala comedor con lava-platos En una sala comedor sin lava-platos En un
patio, corredor, enramada o al aire libre No preparan alimentos en la vivienda __

67. ANTECEDENTES DE ENFERMEDADES PARASITARIAS
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68.

37. éHa expulsado algun parasito?

70. 38. éLe ha dado
algln tratamiento?

73. 39.¢éQué
medicamentos usé?

69.Si__No__ ¢éCudntas veces? ¢Cuando fue la
Gltima vez? 71.Si__No__
74.
72. Sila respuesta es
“no” salte ala
pregunta 41.
75. 40. ¢ Cudntas veces ha tomado 76. 41. ¢ Cuantos coproldgicos se ha 77. 42. i Cudando se hizo el

antiparasitarios en el ultimo ano?

hecho en el ultimo afio?

Gltimo coprolégico?

7. 79.

80.

43. iCual fue el resultado de los coproldgicos anteriores?
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Anexo 3. Paneles de marcadores celulares

Panel CD5/CD1d/CD71/CD73/CD25

Superficie

Intracelular

Marcador
CD19
CD3
CD73
CD71
CD25
CD5
CD1d

IL-10

Viabilidad

Fluorocromo
BV510
PECy5

APC

FITC
PECF594
PerCPCy5.5
PE

PECy7

APC-Cy7

Panel Anexina, Yoduro de Propidio, FVD

Marcador
Anexina

Yoduro de
Propidio

Viabilidad

Fluorocromo
FITC

Texas Red

APC-Cy7

Empresa

BD Horizon

BD Pharmingen
e-bioscience
e-bioscience
BD Horizon
Invitrogen

BD Pharmingen

eBioscience

e-bioscience

Empresa
eBioscience

eBioscience

e-bioscience

Referencia
562947
555341
17-0739-42
11-0719-42
562403
45-0058-42
550255

25-7108-42

65-0865-14

Referencia

BMS500FI-20
BMS500FI-20

65-0865-14
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Anexo 4. Aprobacion Comité de Etica en Investigaciones de la Universidad de
Cartagena

EL PRESIDENTE DEL COMITE DE ETICA EN INVESTIGACIONES
DE LA UNIVERSIDAD DE CARTAGENA

HACE CONSTAR

Que, el proyecto filulade “EVALUACION DE UN PRODUCTO RECOMBINANTE DE
ASCARIS LUMBRICOIDES CON CAPACIDAD INMUNMOMODULADORA EN EL
TRATAMIENTO DE ARTRITIS REUMATOIDE Y LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO",
presentads por la doctora Josefing  Iakzuk, Docente del Instilute de
Invesiigociones Inmunoldgicas de la Universidad de Caorlogenao, se gjusta a los
requarmientos de los referentes éticos contemplados en la resolucién 8430 de
1993 del Ministerio de Salud vy por no tratarse de un proyecto relacionodo con
ensayas clinicos, se omite el requermiento contemplado en la resolucién 2378 de
2008.

El presente proyecto requiere de Consentimiento Informode, de acuerde al resgo
minima inherente, segon Io inferpretacidn de los articulos 15 v 14 de la resolucion
08430 de 1993, tal como consta en el Acta N® 87 del Comité de Efica en
Investigacionas del dia 23 de mayo de 2014,

Para constancia se firma en la ciudad de Cartagena, el veintitrés (23] de mayo
del afio dos mil diecisais (2014).

i d e
ALVARO O
Presidente
sl
e ‘ - Cdnre = Cra. & Nn.ﬁiﬂmdlh:tﬁdhhﬁu [k 20
1 wiwrs.unkariagena.eduin
=0 00| w nmwu-*:lnulln. BT, y €. = Colombia



Anexo 5. Figuras suplementarias

[Ungated] SSC-A / FSC-A

(Ungated) SSC-H / $5C-A

[single] €019 / CD3

single: 98,62% Total
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Figura S1. Estrategia de gating para identificacion de linfocitos T y B viables

mediante FVD. Del total de eventos se seleccionaron las poblaciones que cumplian con

los parametros morfologicos y de complejidad (SSC y FSC) de los linfocitos. Después se

identificaron las subpoblaciones de linfocitos T y B mediante los marcadores de superficie

CD3 y CD19, respectivamente. Finalmente se comprobd el marcador de viabilidad FVD

en estas subpoblaciones.
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[Ungated] 55C-A / FSC-A [Ungated] 5SC-H / 5SC-A [single] PE-A / FITC-A
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Figura S2. Estrategia de gating para identificacion de linfocitos viables mediante
anexina y yoduro de propidio. Del total de eventos se seleccionaron las poblaciones
que cumplian con los parametros morfologicos y de complejidad (SSC y FSC) de los
linfocitos. Después se comprobd el marcador de viabilidad anexinaV-FITC y yoduro de
propidio (PE).

77



ﬁ")‘
> Purificacion de la
proteina (Cromatografia

de intercambio i6nico)

)

A [mALY

Banco de Expresion y purificacién de la
Recombinantes del Grupo cistatina recombinante Al-CPI
de Alergologia

Experimental e

Inmunogenética de la

Universidad de Cartagena /\ e

“Silvia Jiménez Hernandez” §——=—= Caldo Luria

b . . 4 Bertani
Plasmido con la secuencia : ]
/ ¢ codificante de A-CPI [ J modificado
s |
ey

| Ampicilina
" 100 pg/ml
Inductor de expresion
Escherichia coli cepa BL21 isopropil- R-
(DE3) transforr . . s o
PET) tanefomads D-1-tiogalactopiranésido
(IPTG)

Dialisis

Volurme (m)

dela
proteina —

Sonicacion e

Descongelacion «— \H:l Congelacion

Created in BioRender.com bio

Figura S3. Expresion y purificacion de la cistatina recombinante AI-CPI. El proceso

de expresion y purificacién de rAl-CPI se realiz6 bajo condiciones nativas mediante la

utilizacién de la secuencia codificante de la cistatina de Ascaris insertada en el plasmido

Pet-15b. (Imagen: elaboracion propia del autor).
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Aislamiento de células
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Figura S4. Aislamiento de PBMCs de los participantes del estudio. Se utilizé la

i

técnica de separacion por gradiente de densidad Ficoll estandarizada en el Instituto de

Investigaciones Inmunoldgicas. (Imagen: elaboracion propia del autor).
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Cultivo de PBMCs a distintas concentraciones de
AL-CPI

Centrifugacion 300g |
x 5 minutos a 4°C !

72 horas de
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Figura S5. Tinciéon con marcador de viabilidad FVD. Después del cultivo de PBMCs a

distintas concentraciones de rAl-CPI durante 72 horas se realizé marcacion de las PBMCs
con el marcador Fixable Viability Dye e Fluor 780 (FVD). Posteriormente las PBMCs
fueron tenidas con los marcadores de superficie CD19 y CD3, que corresponden a
linfocitos B y T, respectivamente, para posterior lectura en el citometro. (Imagen:

elaboracioén propia del autor).
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Cultivo de PBMCs a distintas concentraciones de
AL-CPI

| ]
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Figura S6. Tincion con estuche de viabilidad Anexina-V — Yoduro de Propidio.

1
— e

[ ]

Después del cultivo de PBMCs a distintas concentraciones de rAl-CPI durante 72 horas
se realizé marcacion de las PBMCs con Anexina-V y Yoduro de propidio para posterior

lectura en el citometro. (Imagen: elaboracion propia del autor).
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Identificacion de poblaciones de linfocitos B reguladores
Tincién con anticuerpos monoclonales de superficie y citometria de flujo
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Figura S7. Tincidon con anticuerpos monoclonales de superficie e intracelulares
para verificacion de poblaciones de linfocitos B reguladores. Después de la
incubacion de las PBMCs a distintas concentraciones de rAl-CPI, se procedi6 a tincion
del marcador de viabilidad FVD. Posteriormente se adicionaron los anticuerpos contra
marcadores de superficie del panel CD5/CD1d/CD71/CD73/CD25, y después se realizd
tincion intracelular de IL-10. Finalmente se hizo lectura en el citometro de flujo. (Imagen:

elaboracion propia del autor).
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Purificacion magnética de linfocitos B
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Figura S8. Purificacién magnética de linfocitos B. Se utilizo el estuche de purificacion
B Cell Isolation Kit Il, human, el cual incluye el coctel de anticuerpos biotinilados (CD2,
CD14, CD16, CD36, CD43 y CD235a) que se unen a ceélulas no-linfocitos B.
Posteriormente se adiciond el anticuerpo anti-biotina y la suspension se aplico sobre la
columna de separacion. El eluido recolectado correspondié a linfocitos B, mientras que
el resto de células permanecieron unidos a la fase solida de la columna. (Imagen:

elaboracion propia del autor).
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Determinacién de citoquinas en sobrenadantes de cultivos
de PBMCs y linfocitos B purificados mediante ELISA
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Figura S9. Determinacion de IL-10 en sobrenadantes de cultivo de PBMCs y
linfocitos B purificados mediante ELISA. Se inici6 con la fijacion del anticuerpo de
captura anti-IL-10 sobre la placa de ELISA durante 16 horas. Posteriormente se realizo
el bloqueo de la placa con PBS-BSA 1% y se adicionaron los sobrenadantes de PBMCs
y linfocitos B purificados. Se realizaron 7 diluciones seriadas del estandar de IL-10
partiendo desde la concentracion 300 ug/mL. Al dia siguiente se adicionaron el anticuerpo
anti-IL-10 biotinilado, la avidina-HRP, y sustrato. Se detuvo la reaccion después de 15
minutos con H2SO4 y se hizo lectura en espectrofluorometro. (Imagen: elaboracién propia

del autor).
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Determinacion de citoquinas en sobrenadantes de cultivos de PBMCs y

linfocitos B purificados
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Figura S$10. Determinacién de IL-10 en sobrenadantes de cultivo de PBMCs y
linfocitos B purificados mediante CBA. Se utilizo el estuche BD™ Cytometric Bead
Array (CBA) Human Inflammatory Cytokines Kit [Interleuquina-6 (IL-6) Interleuquina-10
(IL-10)] compuesto de anticuerpos conjugados con ficoeritrina (PE) que se unen a las
perlas citdbmetricas ya unidas a las citoquinas medidas. La formaciéon del complejo
citoquina-CBA-anticuerpo(+PE) permite la determinacion de las concentraciones de IL-6
y IL-10 en los sobrenadantes mediante lectura por citometria. (Imagen: elaboracion

propia del autor).
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Anexo 6. Publicaciones

Durante el transcurso de la realizacion de este estudio se hizo la publicacion del
manuscrito “Medicién de la calidad de vida de pacientes con artritis reumatoide atendidos
en el Hospital Universitario del Caribe, Bolivar, Colombia” en Revista Ciencias
Biomédicas de la Universidad de Cartagena (ISSN: 2215-7840 — ISSN Electrénico: 2389-
7252), Vol. 10, No. 4. (Octubre/2021) (doi: https://doi.org/10.32997/rcb-2021) (Ver en
referencias: no. 4).
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Medicion de la calidad de vida de pacientes con
artritis renmatoide atendidos en el Hospital
Universitario del Caribe, Bolivar, Colombia
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olivar, Colombia
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RESUMEX

Imtroduccion: ep vanias poblaciones s ha evidenciado vm deterioro de [a calidad de
vida y de Ia capacidad foncional en pactenes con arrits reamatosde. Estos aspectos
500 IMpPorTATRS PAra teneT en cuenia ¢n el manejo de ln enfermadad. pues en algimes
cas0s han sido complemenmrios en la woma dz decisiones scbre los enfoques ¥
conductas tarapeuticas. Hasta abor, en el departamenes de Bolivar, Colambia. se
descovace el grade de afectacion da la calidad de vidz asociada 2 esta condicion de
sabad.

Objetive: desaibir I afecracion de la calidad de vida del paciense dagnesdcado
Com arrits reumataide en el departamenio de Bolivar v establecer relaciones com sus
camctsbcas sockodemoeraiicas v de severidad de 1a enfermedad.

Métodos: se hizo uso de las escalas HAQ-DI v EQ-5D-3L. asil coma de Ia escala
DAS?E-VSG para |2 medicson de 1a actividad chmica da b2 enfermedad.

Resultados: &l 77.1% de los pacientes indico afecracion en iz calidad de vida con
pradaminsg de afectacion modemada. siendo mas frecuente o dolorfmalestar{37.1%).
v menos carmn &l coidada persenal (30%). La afectcion de b calidad de vids se
comelaciond con la actvidad clinica de 1a enfermedad v el nivel de ivcapacidad
fumcicnal. La actividad cmca de la enfermedad fue i predicior mas mmpormnte de
Ia mcapacidad fumcional medsda per HAQ-DL

Conclusion: o esm Mussma TEpTesentatva 42 pacientes con ATTIOs Tewmancids del
deparmmerto de Bolivar. se presenta ume mmpartante afectcion en la cafidad da vida

Palabras Chave: Armins reumatoide: Cafidad de vida: EQ-5D: HAQ-DL Sahd
Pablica.

Revista Ciencias Biomedicas Val. 3k Wum. 4, (2021, 246255
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Dedico esta tesis a mi padre;
a mi hermana;
y a mi madre, que en paz descanse.

JR
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