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Resumen

Los individuos con los sindromes de Hiper IgM (HIGM), en comparacion con los sujetos sanos,
se caracterizan por presentar concentraciones séricas bajas de las inmunoglobulinas (Igs) IgG,
IgA, ausencia de IgE y concentraciones de IgM similares o mayores. Se ha estimado que la
prevalencia del HIGM es de 1:1,000,000 de nacimientos, en promedio estos pacientes mueren
antes de los 25 afios y el 65-70% de los casos presentan mutaciones en el gen del ligando de
CD40 (CD40L). Estos pacientes cursan desde edades tempranas con infecciones respiratorias
e intestinales causadas por patdgenos convencionales u oportunistas, las cuales son dificiles
de eliminar y se convierten en infecciones cronicas. El tratamiento del sindrome de HIGM
incluye la transferencia Igs y antibioticos para eliminar estos patégenos. El raton C57BL/6
deficiente del CD40L (cd40F-) se ha utilizado como un modelo subrogado del HIGM, estos
ratones se caracterizan por presentar bajas concentraciones de Igs séricas (IgG, e IgA,
ausencia de IgE), concentraciones bajas y elevadas de IgG e IgA en heces, respectivamente y
por la ausencia de centros germinales en todos los 6rganos linfoides secundarios (OLS). Por lo
que en el presente trabajo se inocularon oralmente ratones C57BL/6 y cd40F- con una dosis de
5X10° UFC de Escherichia coli enteroagregativa (EAEC), el segundo agente causal de diarrea
aguda en infantes en México. Se evaluaron antes y después de la inoculacién en dos OLS, las
placas de Peyer (PP) y en el bazo, las células plasmaticas (CP) (CD138*) y las células B: totales
(CD19%), naives (IgD* IgM*), activadas (IgD- IgM*), doble negativas (IgD- IgM-) e IgA positivas
(IgA*). La comparacion entre las poblaciones de las PP y del bazo de los ratones cd40F- antes
y después de 8 dias post-inoculacion: en las PP se observé solo un incremento en el porcentaje
de las células IgA* y las CP, esto sugiere que las respuestas en este OLS intestinal son rapidas
ante antigenos inoculados oralmente, ya que esta comparacion en el bazo nos permitio
observar respuestas contra estas bacterias pero en tiempos mas tardios ya que pudimos
observar una disminucion del porcentaje de células B naives, un incremento en el porcentaje y
el numero de las B dobles negativas, en el porcentaje de B totales y activadas y en el numero
de CP, sugiriendo que los antigenos intestinales tardan mas tiempo en llegar al bazo. Nuestros
resultados también sugieren que las respuestas del raton cd40F- en las PP estan polarizadas
hacia respuestas de IgA, ya que también se observo un incremento en células IgA* en estos
ratones en comparacion con los silvestres, en linea con lo ya descrito previamente de una mayor

concentracion en heces de esta inmunoglobulina en los ratones cd40F-.



Introduccién

Sindrome Hiper IgM (HIGM)

El sindrome de hiper IgM (HIGM) se describidé por primera vez en 1961 por
Rosen y colaboradores. La primera mutacion ligada a esta enfermedad fue
descrita en 1992 en el gen que codifica para el ligando de CD40 (CD40L) y la
cual se ha identificado en el 65 al 70% de los casos (Yazdani et al., 2019). Los
individuos con este sindrome se caracterizan por tener concentraciones
séricas bajas de las inmunoglobulinas IgG e IgA y la ausencia de IgE, mientras
que la concentracion de IgM se encuentra de manera normal o incrementada
(Fan et al., 2022; Yazdani et al., 2019; de la Morena et al., 2017). Hasta la
fecha ademéas de las mutaciones en el gen de CD40L se han descrito
mutaciones en otros genes en algunos pacientes con HIGM: cd40, nemo, ikba,
nkfbl, aicda y genes asociados a la reparacion del DNA (Fan et al., 2022,
Yazdani et al., 2019, Gernez et al., 2018). Los pacientes con el HIGM tienen
una predisposicion a presentar infecciones intestinales y de vias respiratorias
recurrentes y prolongadas causadas por patégenos comunes (Salmonella,
Giardia lamblia, Entamoeba histolytica  Cryptosporidium  parvum,
Staphylococcus pneumoniae) o microorganismos oportunistas (Pneumocystis
carinii y Pseudomonas aeruginosa) (Fan et al., 2022, Yazdani et al., 2019,
Gernez etal., 2018; Agarwal et al., 2013). También se ha reportado que el 80%
de los pacientes con mutaciones en CD40L presentan alguna enfermedad
hepatica a partir de los 20 afios de vida (hepatitis, colangitis esclerosante y

carcinoma hepatocelular) (Shah et al., 2013).

La prevalencia del HIGM varia alrededor del mundo acorde con las diferentes
etnias. En Estados Unidos la prevalencia reportada, entre 1984 y 1993, fue de
aproximadamente 1 en 1,000,000 de nacimientos. Se estima que la mutacién
en el gen que codifica para CD40L se presenta en 2:1,000,000 en hombres,

indicando su asociacion ligada al cromosoma X (Yazdani et al., 2019). En seis



paises de Latinoamérica (Argentina, Brasil, Chile, Costa Rica, Pertu y México)
se reporto que el 94.5% de los casos de HIGM estan asociados a mutaciones
del gen cd40l, ademas de que se describieron infecciones cronicas intestinales
por patégenos como Salmonella spp, Microsporidium spp, Criptosporidium
parvum, Giardia lamblia, Entamoeba histolytica e Isospora belli (Cabral-
Marques et al., 2014). Se ha estimado que el HIGM representa del 0.3-2.9%
de todos los casos de inmunodeficiencias primarias en el mundo. La sobrevida
de estos pacientes es del 20% a los 25 afios y solo el 20% de estos alcanzan
los 40 afos (Fan et al., 2022, Yazdani et al., 2019, de la Morena et al., 2017).

El tratamiento mas comun para los pacientes con HIGM es la terapia de
remplazo de inmunoglobulinas aunado a la terapia antimicrobiana.
Actualmente se han desarrollado otros tratamientos complementarios al
tratamiento comun como la administracion de G-CSF (factor de estimulacion
de colonias de granulocitos), puesto que estos pacientes presentan
neutropenia y los agonistas del CD40. Ademas, hay nuevos como el trasplante
de células troncales hematopoyéticas y la terapia génica (Fan et al., 2022,
Yazdani et al., 2019, Gernez et al., 2018; de la Morena et al., 2017; Agarwal et
al., 2013; Fan et al, 2012; Thomas et al., 1995). Adicionalmente, a los
pacientes con HIGM se les recomienda el monitoreo de la funcién hepatica (a

través de la medicion de las enzimas hepaticas) (Yazdani et al., 2019).

Raton C57/BL6 deficiente del ligando de CD40L (cd40I)

En 1994 dos grupos de trabajo de forma independiente, Xu et al. y Renshaw
et al., desarrollaron ratones deficientes para el CD40L. Estos ratones simulan
el HIGM ligado a cromosoma X en humanos, el cual se caracteriza por tener
concentraciones normales o elevados de IgM séricas, pero un bajo nivel de
IgG e IgA séricas, asi como una ausencia de la IgE sérica. El ratén
desarrollado por el grupo de Renshaw se obtuvo por recombinacion homaéloga,

donde se realizo la delecion del exdn 3y 4 del gen ¢d40I que se localiza en el



cromosoma X. En estos ratones se observaron niveles normales de IgM y
bajos de IgA e IgG, asi como niveles indetectables de IgE en suero, en
comparacion al raton silvestre. Se usaron dos antigenos diferentes para
evaluar la respuesta de anticuerpos en los ratones cd40l”-. Los antigenos T
dependientes (TD), son antigenos que requieren la cooperacion de las células
T, que se caracterizan por ser proteinas, polipéptidos, complejos hapteno
transportador y antigenos que contienen epitopos muy variados. Los
antigenos T independientes (TI), son antigenos que pueden estimular a las
células B para producir anticuerpos sin la participacion de las células T, estos
son generalmente polisacaridos que contienen epitopos repetidos o
lipopolisacaridos (LPS) como los presentes en microorganismos Gram
negativos (Cruse et al., 2004). Los ratones cd40l”- al ser retados con un
antigeno TD (TBP-KLH) no produjeron anticuerpos IgA e IgG especificos
contra este antigeno y no presentaron centros germinales (CG) en el ganglio
inguinal y el bazo. Mientras que al ser retados con un antigeno Tl (DNP-Ficoll)
se observo la produccién tanto de IgA como de IgG para este antigeno.
(Renshaw et al., 1994).

Estos ratones han sido ampliamente utilizados para realizar estudios de la
importancia de la interaccion CD40-CD40L sobre diversos procesos biol6gicos
(Grasset et al., 2020), asi como para el estudio de patdégenos que infectan a
humanos con los que normalmente no pueden ser infectados los ratones
silvestres (Bernal-Reynaga et al., 2013), o para demostrar cdmo se incrementa
la susceptibilidad a la infeccibn con patégenos intestinales murinos como
Citrobacter rodentium (Lopez-Saucedo et al., 2015), como sucede en los
pacientes con HIGM que frecuentemente tienen infecciones
gastrointestinales. Debido a la alta incidencia de enfermades hepéticas en los
pacientes con HIGM, el modelo también ha permitido explicar a qué se puede
deber estas enfermedades en humanos, ya que los ratones cd40l”- que se les
ha transferido hepatocitos alogénicos son incapaces de desarrollan células T
citotoxicas funcionales (Yang & Wilson, 1996). Estos autores utilizando el

modelo murino de cd40l”- demostraron que es posible restituir la completa



respuesta celular y humoral con la administracion de anticuerpos contra
CD40; también observaron que estas repuestas son dependientes de la
expresion B7.2 cuya expresion se da en células de bazo, demostrando que la
activacion dependiente del CD40L de células T se lleva a cabo a través de la
sefalizacion de CD40 en las células presentadoras de antigeno, para
incrementar vias coestimuladoras necesarias para estas repuestas incluyendo
la via del B7 (B7-CD28) (Yang & Wilson, 1996).

Las concentraciones séricas basales de las inmunoglobulinas IgA, e IgG en
los ratones cd40l”- adultos y en los ratones silvestres, han sido evaluadas en
otros estudios (Bernal-Reynaga et al., 2013; Lépez-Saucedo et al., 2015),
mostrando perfiles similares a los reportados por Renshaw et al. (1994) (Figura
1A). Ademas, Bernal-Reynaga y colaboradores, evaluaron también los niveles
basales de IgA e IgG en las heces de los ratones cd40l”- y en los silvestres,
reportando que las concentraciones de IgA son significativamente mayores en
comparacion con el raton silvestre (Figura 1B), pero las de 1gG son
significativamente menores, sugiriendo un sindrome de hiper IgA intestinal

(Bernal-Reynaga et al., 2013).

Por otro lado, al evaluar las respuestas séricas especificas de anticuerpos
contra C. rodentium en estos ratones, se observd que no hay diferencias
significativas en la produccion de anticuerpo IgM e IgG3 entre los ratones
cd40l”- y los silvestres, mientras que las concentraciones séricas de los
anticuerpos especificos de las clases IgA, IgG1l, IgG2b, e IgG2c estaban
significativamente disminuidas. En este estudio se demostré que estos ratones
la IgG2b mantiene su actividad bactericida mediada por complemento,
sugiriendo que los ratones estan respondiendo a antigenos Tl de C. rodentium
(LOpez-Saucedo et al., 2015).
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Figura 1. A) Concentracion de inmunoglobulinas en suero de ratones
silvestres (WT) vy deficientes para CD40L (C57- cd40l’). B)
Concentracion de IgA e IgG en heces ratones silvestres (C57) y
deficientes para CD40L (C57- cd40Il’"). Tomada de Bernal-Reynaga et
al., 2013 y L6épez-Saucedo et al., 2015.

El ligando de CD40 (CD40L) y CD40

La molécula CD40L pertenece a la familia de los TNF (factor de necrosis
tumoral), es una glicoproteina de 39 kilo-Daltons (kDa), y también se produce
por escision un CD40L soluble de 18 kDa. El receptor del CD40L es el CD40,
el cual pertenece a la familia TNFR (receptor del factor de necrosis tumoral) y
es una glicoproteina de 45 a 50 kDa (Noelle et al., 1992; Chatzigeorgiou et al.
2009; Schlom et al., 2013; Laman et al., 2017).

La molécula CD40L no se expresa de manera constitutiva, como el CD40, si
no que su expresion es inducible y transitoria. Se expresa en diferentes tipos
celulares como las células epiteliales, las plaquetas, los basofilos, los
eosindfilos, y en las células T CD4* activadas, mientras que el receptor CD40
se expresa de sobre otros tipos celulares, como las células B, los macrofagos,
las células endoteliales, los fibroblastos (Laman et al., 2017). Cabe mencionar

gue ambas moléculas se pueden expresar sobre las células dendriticas (Ma &



Clark, 2010). Estas moléculas interaccionan formando un complejo CD40-
CDA40L, que consta de trimeros de CD40L sobre la superficie celular que se
unen a su vez a tres moléculas de CD40 (Chatzigeorgiou et al., 2009; Laman
et al., 2017).

La interaccion CD40-CD40L mejor caracterizada es la que se lleva a cabo
entre las células T CD4* activadas y el CD40 sobre la superficie de las células
B, lo que culmina en la activacion de estas células y conlleva a la diferenciacion
de la célula B hacia células plasmaticas de vida larga, por ende a la produccion
de inmunoglobulinas y su respectivo cambio de isotipo, también este complejo
es fundamental para la formacion de centros germinales en los OLS
(Chatzigeorgiou et al., 2009; Laman et al., 2017).

Produccién de Anticuerpos

Las Células B

Las células B, o linfocitos B, fueron identificadas en 1965 por Cooper y
colaboradores (Wang et al., 2020). Estas células después de la estimulacion
antigénica tienen la capacidad de diferenciarse en células plasmaticas
productoras de anticuerpos especificos y células B de memoria. Estas ultimas
pueden diferenciarse en células plasméaticas sin pasar por los CG al
encontrarse nuevamente con su antigeno. (Hoffman et al., 2016). En el raton,
hay dos tipos de células B caracterizadas por su ontogenia: las células B-1y
las B-2. Las B-1 provienen de progenitores del higado fetal, mientras que las
B-2 provienen de precursores de la médula 6sea (LeBien & Tedder, 2008;
Hoffman et al.,, 2016). Las células B-1 se localizan en el raton adulto,
principalmente en la cavidad peritoneal y desde este lugar migran hacia los
OLS, con base en la expresion de CD5 estas células se dividen en B-1a (CD5%)
y B-1b (CD5); hasta el momento, se desconoce si estas dos estirpes celulares

son diferentes o simplemente un estadio de activacion (Suchanek &



Clatworthy, 2023). Se ha establecido que las células B-1 tienen la capacidad
de autorrenovacion y reconocen principalmente antigenos Tl como el LPS
(Baumgarth, 2011; Suchanek & Clatworthy, 2023), también juegan un papel
importante en la autoinmunidad (Suchanek & Clatworthy, 2023). En el bazo
de los ratones, las células B-1 representan entre el 1 al 2% de la poblacion de
células B totales (Baumgarth, 2011). En el raton las células B-2 se localizan
principalmente en los OLS. En el bazo murino se han descrito dos tipos de
células B-2, las células B foliculares (convencionales) y las células B de zona
marginal (MZ). Las células B de MZ, como su nombre lo indican se localizan
en esta zona del bazo y representan del 5 al 20% de la poblacion de células B
totales del bazo (Cerutti et al., 2013; Marinkovic & Marinkovic, 2020; Palm &
Kleinau, 2021), estas células expresan un BCR polireactivo, una caracteristica
distintiva con respecto a las células B-2 y numerosos receptores TLRs, debido
a esto responden principalmente a antigenos Tl (Figura 2), y responden
principalmente contra antigenos de patdégenos presentes en la sangre (Zuoali
& Richard, 2011; Cerutti et al., 2013; Marinkovic & Marinkovic, 2020; Palm &

Kleinau, 2021).
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Las células B-2 convencionales o foliculares se encuentran principalmente en
los foliculos de los OLS, participan mayormente en reacciones contra
antigenos TD, por lo que tras la interaccion con la célula T inducen a formacion
de los CG. Las células B-2, a diferencia de las B de MZ, poseen un BCR
monoreactivo y dan origen a anticuerpos con alta especificidad y afinidad por
el antigeno. (Palm & Kleinau, 2021; Dirks et al., 2023).
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Figura 3. Desarrollo de la célula B. Tomada de Hoffman et al., 2016.

Las células B-2 provienen de la médula 6sea, en donde las células B presentan
tres estadios pro-B, seguido de pre-B y finalmente de B inmaduras. Cada uno
de estos estadios esta caracterizado por la expresibn de marcadores
especificos sobre la membrana y de rearreglos en los segmentos de las
cadenas pesadas y ligeras del BCR (Figura 3). Los rearreglos de los genes de
las cadenas pesadas y ligeras del bcr se llevan a cabo por la enzima RAG
(“Recombination-activating gene”). Durante el estadio pro-B no se expresa el
BCR en la membrana, pero si expresan las proteinas Iga e IgB (pro-BCR),
ademas los genes de la cadena pesada del BCR sufren un rearreglo en este
estadio. En el estadio de pre-B, la cadena pesada del BCR se ha rearreglado
por lo que se expresa junto con la proteina SCL (“surrogate light chain”)
formando un pre-BCR, asi mismo se da el rearreglo de los genes de la cadena
ligera. Para el estadio de B inmadura las cadenas ligeras y las pesadas se

expresan de manera conjunta formando un BCR maduro. Esta célula B



inmadura, viaja de la medula ésea hacia los OLS donde se encontrara con su
antigeno y recibira las sefales adecuadas para diferenciarse en célula
plasmatica productora de anticuerpos y en una célula B de memoria (LeBien
& Tedder, 2008; Kurosaki, 2010; Pieper et al., 2013; Eibel et al., 2014; Hoffman
et al., 2016).

Los organos linfoides secundarios (OLS)

El sistema inmune (SI) provee un ambiente 6ptimo para la defensa contra
patdgenos en cualquier parte del cuerpo. Las estructuras donde se organizan
las células responsables de iniciar la respuesta inmune adaptativa en el cuerpo
son los 6rganos linfoides primarios y secundarios (Ruddle & Akirav, 2009). Los
organos linfoides primarios son el timo y la médula 6sea, son los sitios
anatomicos en donde se producen las células T y B, respectivamente (Ohl et
al., 2003). Mientras que los OLS son aquellos donde se lleva a cabo la
interaccion entre los antigenos y las células naive antigeno-especificos para
iniciar una respuesta inmune adaptativa (Hofmann et al., 2010), algunos
ejemplos son el bazo, los nédulos linfaticos, y las placas de Peyer (PP), por

mencionar algunos.

Todos los OLS estan compuestos principalmente por células T, B, células
presentadoras de antigeno, células estromales y de soporte vascular, aunque
existen marcadas diferencias como la vascularizacion, el modo de entrada del
antigeno, el ambiente local y los estimulos a los que estan sujetos (Ruddle &
Akirav, 2009). Los OLS en general estan irrigados por vasos linfoides aferentes
y eferentes, es por los vasos aferentes que llegan los antigenos a estos
organos, mientras que los eferentes permiten la salida de células efectoras
(Arasa et al., 2021).

Bazo



El bazo es el OLS mejor caracterizado y es el tnico OLS que se ha identificado
desde los peces mandibulares, los anfibios, los reptiles, las aves y los
mamiferos (Neely & Flajnik, 2016). El bazo, anatomica y funcionalmente esta
dividido en dos regiones: la pulpa roja y la pulpa blanca (Lewis et al., 2019;
Neely & Flajnik, 2016; Ruddle & Akirav, 2009; Mebius & Kraal, 2005). En el
bazo de los ratones, entre la pulpa roja y la pulpa blanca, se encuentra la zona
marginal a la cual se le denomina zona perifolicular en el bazo de los humanos
(Lewis et al., 2019). La funcion de la pulpa roja es filtrar la sangre removiendo
a los eritrocitos dafiados o senescentes del organismo, por lo que actia como
un sitio de almacenaje y reciclaje del hierro. Mientras que la pulpa blanca es
el componente linfoide del bazo, en donde las células T, B y las células
presentadoras de antigeno residen (Lewis et al., 2019; Neely & Flajnik, 2016;
Ruddle & Akirav, 2009; Mebius & Kraal, 2005) (Figura 4).
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Figura 4. Estructura general del bazo en ratén y humano. Tomado de
Lewis et al., 2019
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Las placas de Peyer

Las placas de Peyer fueron descritas por primera vez en el ailo 1677 por el
fisiblogo y anatomista Joseph Hans Conrad Peyer, junto con el ganglio
mesentérico son los principales OLS del intestino (Newberry & Lorenz, 2005;
Makala et al., 2002). Las PP contienen nichos microanatomicos especializados
para la eficiente iniciacion y propagacion de la respuesta inmune adaptativa
(Morbe et al., 2021). En el ratdn se encuentran a lo largo del intestino delgado,
y en humanos se localizan preferentemente en el ileum (Newberry & Lorenz,
2005; Makala et al., 2002). La cantidad de PP sobre el intestino puede variar
entre las especies, por ejemplo, en el ratbn se han descrito entre 5 a 14,
mientras que en el humano pueden existir mas de 300 (Makala et al., 2002).
En comparacién con cualquier otro OLS las PP no son irrigadas por vasos
linfaticos aferentes, debido a que en la parte luminal cuentan con una capa de
células epiteliales especializadas conocida como FAE (“follicule-associated
epithelium”). En el FAE se encuentran las células M, las cuales tienen
micropliegues especializados que cuentan con moléculas de adhesidn Gnicas
(Sauls & Taylor, 2021) y son las encargadas del transporte de antigenos
luminales hacia el domo subepitelial (SED, subepithelial dome) (Mérbe et al.,
2021; Newberry & Lorenz, 2005; Makala et al., 2002). El SED del ratén esta
constituido principalmente por células dendriticas presentadoras de antigeno
y de otras células mieloides, ademas el SED de los humanos también contiene
células T y B (Barone et al., 2009; Wagner et al., 2020; Moérbe et al., 2021).
Cercano al SED se encuentra el foliculo o zona de células B, dentro del cual
pueden formarse los CG los centros germinales, asi como zonas de células T

interfoliculares (Morbe et al., 2021) (Figura 5).
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El Centro Germinal

Los centros germinales (CG) son estructuras secundarias especializadas que
se forman dentro de los foliculos de los OLS durante la respuesta inmune
adaptativa, los cuales contienen grandes agregados de células B proliferantes
(Hauser et al., 2010; Huang, 2020; Gars et al., 2020). En los CG se seleccionan
las células B que se diferenciaran a células plasméaticas productoras de
anticuerpos de alta afinidad (Young & Brink, 2021).

En los primeros dias después de una inmunizacion o infeccion, las células B
gue han sido activadas por la interaccién del antigeno con su BCR, migran
hacia el borde T-B en busqueda de células T CD4*, quienes proveen las
sefales para su proliferacion, formando un pre-CG (Young & Brink, 2021). A



los 5-10 dias post-infeccidon o inmunizacion se forman los CG maduros dentro
de los cuales se pueden distinguir dos zonas funcionalmente distintas, la zona
oscura (ZO) y la zona clara (ZC) (Young & Brink, 2021) (Figura 6).
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Figura 6. Estructura y funcién de un Centro Germinal. Tomada de Lau
& Brink, 2020.

La ZO es un sitio con una alta taza de proliferacién de células B y es aqui
donde sucede la hipermutacion soméatica (HMS), el proceso por el cual las
regiones variables de los genes de las cadenas pesadas y ligeras del BCR
sufren mutaciones puntuales acumuladas que incrementan la afinidad por el
antigeno, este proceso es dependiente de la actividad de la enzima AID
(“Activation-induced cytidine deaminase) (Young & Brink, 2021). La ZC es el
sitio donde se lleva a cabo la seleccion positiva de las clonas de células B que
adquirieron una mayor afinidad por el antigeno como resultado de la HMS. Las
células que sufren algun dafio en su BCR, que son auto-reactivas o que

poseen una baja o muy alta afinidad mueren por apoptosis. Entre la ZC y la



ZO se puede dar una migracién bidireccional con rondas sucesivas de HMS y
seleccién positiva (Huang 2020; Lau & Brink, 2020; Young & Brink, 2021).

El cambio de Isotipo

El cambio de isotipo (Cl) es un evento intracromosomal de recombinacion-
delecion que culmina con el remplazo del exén Cpu de la regidon constante de
la cadena pesada de la inmunoglobulina (Ig) por la region Cy, Cg, o Ca,
dependiendo de que inmunoglobulina se vaya a producir, IgG, IgE o IgA,
respectivamente (Xu et al., 2012; Yu & Lieber, 2019; Fleming et al., 2022).

La estructura del loci de la Ig contiene regiones constantes (C) en tAndem (en
el raton y, O, y3, y1, y2b, y2a, €, a; y en los humanos 9, 9, y3, y1, y2, v4, €, a1,
a2) localizados rio abajo de la region variable. Cada region C esta precedida
por regiones largas repetidas (2-10 kb) conocidas como regiones S (“switch
regions”) que sirven como blanco de la recombinacién. Durante el Cl en las
regiones S se generan y unen rupturas de doble cadena en el donador (u) y
en el aceptor (y, & a) para generar un nuevo rearreglo. El Cl es un mecanismo
molecular, el cual se inicia cuando en los promotores intrénicos rio arriba de la
region S inician la transcripcion de los transcritos de linea germinal (TLG). La
secuencia Unica de nucleétidos repetidos en la region S permite la formacion
de estructuras tipo burbuja denominadas horquillas R (“‘R loops”) en el DNA a
medida que avanza la transcripcién, por lo que la hebra del DNA
complementaria a la cadena que se esté transcribiendo se desplaza, formando
un DNA monocatenario, que es el sustrato de la enzima AID. Posteriormente,
se da la formacién de rupturas de doble cadena y es a través del sistema de
reparacion por escision de bases que se repara el dafio. La region donante,
que siempre esla regibn Sy, se une a la region S receptora de la
region constante que se estad sustituyendo y las secuencias del DNA
intermedias de otras regiones constantes se eliminan (Figura 7) (Cerutti, 2008;
Xu et al., 2012; Fleming et al., 2022).
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Figura 7. Mecanismo del Cl. Tomada de Cerutti, 2008.

Existe una amplia evidencia de que el Cl se lleva a cabo antes de la formacion
del CG y de manera poco frecuente en el CG (Pape et al., 2003; Zhang et al.,
2016; Roco et al., 2019).

El mecanismo molecular del Cl estd determinado por distintas sefales,
clasificadas en primarias y secundarias. Las sefiales primarias mas conocidas
son los receptores tipo Toll (TLR) y la interaccion CD40L-CD40 (Fleming et al.,
2022).

Por otra parte, las sefiales secundarias son debidas a citocinas que en
presencia o ausencia de las sefales primarias pueden dirigir el Cl, algunas de
éstas son: BAFF (“B cell activating factor”), APRIL (“a proliferation-inducing
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ligand”), TGF-B (factor de crecimiento transformante beta), interleucina (IL) 10,
IL-4, IL-6, IFN-y, IL-17A, e IL-21 (Fleming et al., 2022).

La inmunoglobulina A (IgA)

La IgA es una de las tres inmunoglobulinas producidas como resultado del Cl,
esta Ig es la mé&s abundantemente en las mucosas de los ratones y de los
humanos (Cerutti, 2008; Reboldi et al., 2016; Bunker & Bendelac, 2018; Pabst
& Slack, 2020). La IgA esta constituida por 2 cadenas pesadas unidas
covalentemente a dos cadenas ligeras, el fragmento Fab, el cual se une al
antigeno, esta constituido por una cadena ligera y una pesada. La regién
debajo de la regién bisagra se conoce como fragmento Fc (Figura 6) (Seikrit &
Pabst, 2021). En los ratones solo se ha descrito un isotipo de IgA, mientras
gue en humanos existen 2 isotipos, la IgA1y la IgA2. La diferencia estructural
mas notable entre los isotipos IgA de humanos radica en su region bisagra
(Figura 6). La regién de la bisagra de la IgAl estd constituida por 22
aminoéacidos (aa), ademas contiene O-glicanos. Mientras que la IgA2 tiene 16
aa menos en esta region y no contiene O-glicanos (Figura 8). Esta reduccion
en el nimero de aa de la IgA2 disminuye la posibilidad al corte proteolitico, lo
que incrementa su estabilidad en un ambiente como el del colon en
comparacion con la IgA1 (Cerutti, 2008; Macpherson et al., 2008; Pabst, 2012;
Pabst & Slack, 2020).
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Figura 8. Estructura de las IgA’s humanas. Tomada de Seikrit & Pabst,

2021. Circulos rojos: N-glicanos, circulos verdes: O-glicanos.
Una caracteristica de la IgA de mucosas es que se secreta de manera
dimérica, mientras que la sérica se secreta de manera monomerica. La IgA
dimérica esta constituida por dos mondmeros unidos covalentemente por su
region Fc o region constante a través de la cadena J. La cadena J es una
proteina que puede ser reconocida por el receptor de la inmunoglobulina
polimérica (plgR) que se encuentra en la cara baso lateral de las células
epiteliales y es quien se encarga de transportar a la IgA a través de la célula
epitelial hacia la parte apical y poder ser secretada hacia el lumen, lo cual se
lleva a cabo por el corte del plgR liberando el componente secretor (Suzuki et
al., 2007; Strugnell & Wijburg, 2010; Seikrit & Pabst, 2021; Huus et al., 2021).

Se han descrito 2 mecanismos para la produccion de la IgA en las mucosas
(Figura 9). La IgA que se produce en respuesta a antigenos TD y a antigenos
TI. La respuesta ante antigenos TD requieren de la formacién de un CG, de la
proliferacion de las células B y de la HMS, este proceso se estima que se lleva
a cabo por mas de 7 dias (Young & Brink, 2021). Durante la formacion y la
reaccion del CG, las interacciones de las células B con las células T CD4* son
primordiales, particularmente la interaccion entre el CD40, presente en las
células B y CD40L, presente en las células T CD4* activadas, esta interaccion
promueve en las células B el incremento en la secrecion de citocinas y la

expresion de moléculas coestimuladoras y de adhesion (Chatzigeorgiou et al.,



2009). Una de las citocinas que se induce por esta interacciéon es TGFf la cual
tiene un papel importante en la polarizacion de las respuestas inmunes hacia
la produccion de anticuerpos de clase IgA. En cambio, para las respuestas
contra antigenos TI, las células B no requieren de la interaccion con las células
T, por lo tanto, tampoco de la interaccion entre CD40 y CD40L, por ello, las
respuestas Tl son mas rapidas que las respuestas TD, de 3 a 5 dias
(MacLennan et al., 2006; Elsner & Shlomchik, 2020).
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Figura 9. Diagrama general del mecanismo TD y TI. Tomada de Cerutti
et al., 2011.

En las células B el microambiente de citocinas que favorece el Cl contra
antigenos Tl provienen de las células dendriticas quienes a través de sus TLRs
interaccionan con los patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPSs)
presentes en el microambiente intestinal, como el LPS de las bacterias Gram
negativas, estimulando que estas células dendriticas produzcan moléculas
como TGFB, BAFF y APRIL. Estas citocinas en su conjunto favorecen la
expresion del TLG de la region constante a y de AID al interactuar con
sus receptores TGFB-R, BAFF-R, BCMA (“B-Cell Maturation Antigen”) y TACI

(“transmembrane activator and calcium-modulating cyclophilin ligand



interactor”) (Figura 9) (Cerutti, 2008; Strugnell & Wijburg, 2010; Fagarasan et
al., 2010; Ceruttiet al., 2011; Bunker & Bendelac, 2018; Seikrit & Pabst, 2021).

Citocinas y receptores implicados en la produccion de IgA T

independiente

Para que se lleve a cabo el Cl los factores méas importantes son el
microambiente, que es el resultado del tipo de células que estén presentes y
de las citocinas que estas células producen, asi como de la regién anatomica.
En el intestino, generalmente la produccion de anticuerpos IgA Tl se lleva a
cabo en la lamina propria, aunque también puede realizarse dentro de las PP
(Cerutti et al., 2011; Hand & Reboldi, 2021). Las células T tienen un papel
fundamental enla induccion de las células plasmaticas productoras de
anticuerpos IgA contra antigenos TD, mientras que las células dendriticas (CD)
son las necesarias para la induccién de células plasméticas productoras de
IgA contra antigenos Tl (Ueda et al., 2007; Cerutti, 2008; Tezuka & Ohteki,

2019).

Por otro lado, el microambiente favorable para la polarizacion hacia la
produccion de IgA requiere de la participacién de las citocinas BAFF, APRIL y
TGFB, donde BAFF y APRIL son miembros de la familia TNF. BAFF (también
conocida como TNFSF13B y BLyS) puede unirse a tres receptores diferentes:
BAFF-R (donde BAFF es su unico ligando), TACI y a BCMA, a estos ultimos
también se les puede unir APRIL. (Schweighoffer & Tybulewicz, 2021,
McAllister & Jellusova, 2021; Eslami & Schneider, 2021). La unién entre BAFF
y el BAFF-R sobre la célula B induce la supervivencia de las células B maduras
naive (Smulski & Eibel, 2018; Schweighoffer & Tybulewicz, 2021). APRIL o
TNFSF13, participa en la induccion del CI a través de su union al receptor
TACI, asi como en la sobrevivencia de los plasmocitos a través de su unién al
receptor BCMA (Vincent et al.,, 2014; Baert et al., 2021). TACI, que se

encuentra sobre la superficie de la célula B y otras células inmunes, regula la



homeostasis, la diferenciacion y la funcion de las células B. Se han descrito 2
variantes de TACI derivadas del splicing alternativo, la isoforma corta (TACI-
S) y laiisoforma larga (TACI-L), TACI-S une con mayor afinidad a las citocinas
BAFF y APRIL que la TACI-L (Zhang et al., 2015; Xu & Lam, 2020; Salzer &
Grimbacher, 2021). Utilizando animales deficientes de TACI se demostré que
este receptor juega un papel fundamental en la produccion de IgA intestinal

contra antigenos Tl (Grasset et al., 2020).

La citocina TGF es producida por todas las células del Sl y por otras células,
como las células epiteliales. (Godlewski et al., 2007). En los linfocitos,
TGFp participa en la regulacién de la proliferacidon, en su diferenciacion y en
su supervivencia. En el intestino esta citocina es un elemento importante para
mantener un estado de tolerancia (Godlewski et al., 2007) y favorecer el CI
hacia IgA (Cerutti et al., 2011).

Escherichia coli enteroagregativa (EAEC)

Escherichia coli (E. coli) es una bacteria Gram negativa, anaerobia facultativa,
gue es parte de la microbiota intestinal. E. coli coloniza el tracto intestinal de
los mamiferos dentro de las primeras dos semanas de vida (Gillilland et al.,
2012). El nicho de E. coli comensal es la capa mucosa del colon, donde evita
el establecimiento de los patégenos, provee al hospedero de las vitaminas que
este no sintetiza como B12 y K y también participa en la maduracion y la
activacion del Sl (Blount, 2015).

Sin embargo, existen cepas de E. coli que han adquirido factores de
patogenicidad a través de mecanismos de transferencia horizontal de genes,
los cuales le han conferido la capacidad para adaptarse a nuevos nichos y
causar enfermedad en humanos. Con base en su patogenicidad y el lugar de
infeccion, las E. coli patdbgenas se han clasificado en grupos, tal es el caso de
los patotipos de E. coli diarreogénicos (PEDs) (Kaper et al., 2004). Hasta el
momento, con base en la presencia de factores de patogenicidad se han



caracterizado seis PEDs (Tabla 1): E. coli enteropatdogena (EPEC), E. coli
enteroagregativa (EAEC), E. coli de adherencia difusa (DAEC), E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasora (EIEC) y E. coli productora de
toxinas Shiga (STEC), en este ultimo grupo estan incluidas la E. coli

enterohemorragicas (EHEC) (Gomes et al., 2016).

Patotipo - Genes
: Caracteristicas :
de E. coli asociados
Presencia de intimina (como marcador de la

isla de patogenicidad LEE) y BFP (Bundle-

EPEC _ _ ) o eaeA, bfpA
forming pilus) contenidas en el plasmido
EAF
Presencia de las toxinas termo labil (LT) y
ETEC It, st

termo estable (ST)

Presencia del locus asociado a invasion

EIEC lal
(IAL)
Presencia de la toxina Shiga 1 (STX1)y 2
) . stx1, stx2,
STEC (STX2), ademas, algunas cepas también A
eae

tienen intimina

Presencia de regulon maestro AggR con los
genes asociados a la adherencia agregativa
EAEC . ) aggR
(AA) y la virulencia controlados por este

regulén

Presencia de adhesinas afimbriales en la
DAEC superficie como Afak-l1 y AfaEl-l, que se afaC

codifican en el operdn Afa/dr/daa

Tabla 1. Caracteristicas de los patotipos de E. coli. Tomada y
modificada de Patzi-Vargas et al., 2015.



EAEC, esta asociada a diarrea aguda y persistente en nifios de regiones poco
desarrolladas y es la segunda causa de diarrea del viajero (Adachi et al., 2001,
Estrada-Garcia y Navarro-Garcia, 2012). En México, Estrada-Garcia et al.
(2005) describié que EAEC es uno de los principales agentes etiol6gicos de
diarrea aguda en nifios que requirieron hospitalizacion. En regiones menos
desarrolladas del mundo, la diarrea causada por EAEC y su infeccion se han
asociacién con déficit de crecimiento y funcion cognitiva en nifios desnutridos
(Guerrant et al., 2008).

Las cepas de EAEC se caracterizan por el patron de adherencia-agregativa
(AA) (que asemeja a ladrillos apilados) cuando se incuban con células HEp2
(cultivo celular derivado de un carcinoma epidermoide humano) (Nataro et al.,
1987). La capacidad de AA de las cepas de EAEC se debe a la presencia de
las fimbrias de adherencia agregativa (AAF por sus siglas en inglés)
codificadas en el plasmido de adherencia agregativa (pAA), este plasmido
también alberga genes que codifica para otros factores de virulencia. El
regulador transcripcional maestro denominado AggR, que perteneciente a la
familia de los activadores transcripcionales AraC/XylS, regula a los factores de
patogenicidad del plasmido pAA, asi como los presentes en el cromosoma de
las EAEC, por lo que se denominan EAEC tipicas (tEAEC) a las cepas que

contienen al regulon maestro AggR (Kaper et al.,2004).

EAEC se establece sobre la capa del moco intestinal e induce la formacion de
dispersina (codificada por aap), proteina que recubre la superficie de la
bacteria, la cual le permite moverse a través del moco, llegar a la superficie del
enterocito y unirse mediante las fimbrias a este. Una vez adherida EAEC
estimula la produccion de moco y la formacién de una biopelicula (Kaper et al.,
2004; Monteiro et al., 2009; Sheikh et al., 2002). Recientemente se desarrollo
un modelo muarido en ratones C57BL/6 silvestres para el estudio de los

mecanismos de patogenicidad de este patotipo (Moran-Garcia et al., 2022).



Planteamiento del Problemay Justificacion

La interaccion del ligando de CD40 (CD40L), expresado transitoriamente en la
superficie de las células T CD4* activadas, con su receptor CD40, expresado
constitutivamente sobre las células B, es fundamental en la induccién y en el
control de la inmunidad humoral T dependiente (TD) y en las respuestas
inmunes mediadas por células. Mutaciones en el gen que codifica para CD40L
son responsables del 65-70% de los casos del sindrome de hiper IgM (HIGM).
Las personas con HIGM tienen una predisposicion a infecciones recurrentes y
prolongadas de patdégenos comunes u oportunistas, tanto en el tracto
respiratorio como en el tracto digestivo. En 1994, se desarroll6 un ratén
C57BL/6 deficiente del ligando de CD40 (cd40l’), el cual se ha propuesto
como modelo subrogado del HIGM, ya que presenta un perfil de
inmunoglobulinas séricas basales muy similar al que presentan los pacientes
con HIGM. Ademas, al igual que estos sujetos se ha demostrado que estos
animales son mas susceptibles a infecciones por patdgenos intestinales,
incluyendo a patdégenos que solo infectan a humanos. La respuesta humoral
sérica de los ratones cd40l”-, también se ha evaluado tanto ante antigenos TD
y Tl, como ante un patdégeno murino bacteriano (Citrobacter rodentium). En
estos ratones deficientes, varios estudios han mostrado que hay una respuesta
de tipo TI, que en el suero producen cantidades similares al silvestre de 1gG3,
pero que a pesar de que los niveles de IgG2b son significativamente menores
que en el raton silvestre, éstos tienen un efecto bactericida mediado por
complemento. También se han evaluado en las heces de los ratones cd40l”
las inmunoglobulinas IgG y la IgA, mostrando que la IgG esta disminuida con
respecto al ratdn silvestre como la IgG sérica, mientras que las
concentraciones de la IgA intestinal estan significativamente incrementadas.
Esta cepa de raton carece de CG en los OLS como el bazo, el ganglio inguinal
y las PP. Ademas, se han caracterizado diferentes poblaciones de células B y
células plasméticas en condiciones basales. Dada la importancia de la

respuesta humoral para la eliminacion de patdgenos, es importante



caracterizar las poblaciones de las células B y las células plasmaticas tanto en
condiciones basales como ante un patdégeno. En los ratones silvestre C57BL/6
se ha desarrollado un modelo marido de infeccion contra la bacteria EAEC,
qgue es la segunda causa de diarrea infantil en nifios menores de 5 afios en
México y de la diarrea del viajero en adultos. Este modelo murido permitira
evaluar las poblaciones de células B y de las células plasmaticas ante un
patégeno de humanos, con el fin de dilucidar los mecanismos que se inducen
en los ratones deficientes ante una bacteria patbgena y establecer terapias

para el tratamiento de estas enfermedades en pacientes con HIGM.



Hipotesis

« Los ratones cd40l”- inoculados oralmente con E. coli enteroagregativa
(EAEC) tienen una respuesta inmune polarizada hacia reacciones Tl en

las placas de Peyer y en el bazo, con respecto a los ratones silvestres.

Objetivos

General

Caracterizar y comparar las poblaciones de células B y células plasméticas en
el bazo y en las placas de Peyer de ratones C57BL/6 silvestres y cd40l’- antes

y después de la inoculacién oral con EAEC.

Particulares

e Evaluar el efecto de la dosis de infectiva de 5x10° UFC de EAEC sobre
el peso relativo y la colonizacion de los ratones silvestres y cd40l7-.

e Determinar las poblaciones de células B y células plasmaticas en el
bazo de ratones C57BL/6 silvestres y cd40l”- en estado basal y a los 8
dias post inoculacién con EAEC.

e Determinar las poblaciones de células B y células plasméaticas en las
placas de Peyer de ratones C57BL/6 silvestres y cd40l”- en estado basal

y a los 8 dias post inoculacion con EAEC.



Materiales y Métodos

Animales

Se utilizaron ratones con fondo genético C57BL/6 de 8-12 semanas machos y
hembras silvestres y cd40l”-. Todos los animales se resguardaron en cajas con
filtros microaisladores esterilizados, con acceso ad libitium a agua y comida
esterilizadas. Previo a la inoculacion con EAEC se verificd que los ratones
estuviesen libres de E. coli, sembrando las heces en agar MacConkey, las

cajas se incubaron a 37°C por 24 h.

Infeccion con EAEC 042

Tres dias antes de la inoculacion de los ratones la cepa de EAEC 042 (la cepa
prototipo de EAEC tipica) se sembrd por estria cruzada sobre agar
MacConkey. Al dia siguiente, se seleccion6 una colonia aislada, la mitad de la
colonia se utilizo para realizar una PCR punto final y que identifica la presencia
de los genes AggR, aatA y aap, caracteristicos de esta cepa (Patzi-Vargas et
al., 2013). Una vez verificado que la colonia tuviera los genes, el resto de la
colonia se sembro por estria cruzada en otra placa de agar MacConkey y se
incub6 como ya se mencioné anteriormente. Al dia siguiente se seleccion6 una
colonia aislada, se sembré en 5 mL de caldo LB estéril y se incubd toda la
noche a 37°C sin agitacion. El dia de la inoculacién se tom6 1 mL del caldo de
LB con el cultivo y se coloc6 en 24 mL de caldo LB estéril y se incubd a 37°C
en agitacion (200 rpm) por 4 h. Se determind por espectrofotometria a 600 nm
(Espectrofotbmetro SmartSpec© 300, Bio-Rad, EUA) que el cultivo tuviera
aproximadamente una concentracion de 1x10° UFC (unidades formadoras de
colonias). A partir de este cultivo se prepararon las dosis para inocular a los
ratones en 100 pL de solucién salina (SS) con una concentracion de 5x10°

UFC establecida previamente (Moran-Garcia et al., 2022).



Utilizando una sonda gastrica 5 min antes de la inoculacion a cada raton se le
administré 50 uL de bicarbonato de sodio 3.5 M (NaHCOs) con el fin de
neutralizar el pH gastrico, pasado este tiempo los ratones silvestres y cd40l”
fueron inoculados via sonda orogastrica con 5x10° UFC/100 uL y el grupo
control, al cual también se le neutralizo el pH estomacal, se les administro por

la misma via SS (Figura 10).
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Figura 10. Metodologia para la infeccién con EAEC. Realizada en Bio-
Render. No. de licencia CY25ZIKYHC

Mantenimiento y muestreo de los ratones post-infeccion

Los ratones se mantuvieron en el bioterio del CINVESTAYV, hasta el dia de la
inoculacién. El dia de la inoculacion se trasladaron al laboratorio en donde
fueron inoculados en la campana de flujo laminar, para su supervision se
mantuvieron en el laboratorio durante todo el experimento. Diariamente se
registro el peso del animal y se recolectaron las heces, las cuales se pesaron
y se colocaron en un tubo Eppendorf con 1 mL de SS estéril y se pesaron

nuevamente. Los tubos con heces se agitaron utilizando un vortex hasta su



homogenizacion, se realizaron diluciones de las muestras, las cuales se

sembraron en placas de agar MacConkey se incubaron a 37°C por 24 h.

Evaluaciéon de la colonizacién

La colonizacién de EAEC 042 en los ratones silvestres y de los cd40l”- se
evalué en las heces de los ratones desde el primer dia post-inoculaciéon (PI)
hasta el dia de su sacrificio, mediante la determinacion de las UFC por gramo
de heces (UFC/g heces) de EAEC, como ya se describié previamente. La
presencia de los genes caracteristicos de EAEC 042 se evalud colectando una

colonia por PCR de punto final.

Obtencion y procesamiento de érganos de los ratones

A los ratones silvestres y cd40l”- se les aplico la eutanasia via dislocacion
cervical. Se obtuvieron los 6rganos de interés: el bazo y las PP. Los 6rganos
fueron macerados en PBS 1X (pH 7.2) con ayuda de dos portaobjetos con
borde esmerilado para obtener las suspensiones celulares, estas
suspensiones se filtraron utilizando filtros celulares de 40 um (S/M, EUA) en
tubos Falcon de 15 mL, y se centrifugaron a 1500 rpm por 5 min a temperatura
ambiente. Posteriormente se decanto el sobrenadante de los tubos, el botdn
se resuspendié en 1 mL de PBS 1X y se contaron las células en una camara

de Neubauer (Optik Labor, Alemania).

Citometria de flujo

Las suspensiones celulares del bazo y las PP de los ratones silvestres y cd40I

I-'se colocaron en tubos Eppendorf de 1.5 mL. Para las tinciones celulares se



debe de contar con al menos 2x10° células del bazo y 5x10° células de las PP.
Para identificar a las células B IgA positivas-células plasmaticas, el botén
celular se resuspendid suavemente en 50 pL de la mezcla 1 (ver detalles
abajo). Para identificar a las células B naive-B dobles negativas para IgD e
IgM-B IgM positivas, el boton celular se resuspendié en 50 pL de la mezcla 2
(ver detalles abajo). Las suspensiones celulares se incubaron por 20 min a
temperatura ambiente, posteriormente se lavaron con 500 pL de PBS 1X, se
centrifugaron a 5000 rpm por 5 min. A la suspension de células con la mezcla
1 se le afiadieron 50 pL de estreptavidina acoplada a Alexa Fluor 488 (1: 2000)
(Invitrogen, Cat. S11223), se incub6 por 20 min a temperatura ambiente, se
lavaron las células con 500 pL de PBS 1Xy se centrifugaron a 5000 rpm por 5
min. Tanto las suspensiones de la mezcla 1 como de la mezcla 2 se fijaron con
200 pL de formaldehido al 1% durante 10 min, se lavaron con 500 pL de PBS
1X y se centrifugaron a 5000 rpm por 5 min. Los botones celulares se
resuspendieron en 500 pL de PBS 1X y se pasaron a tubos FACS (Beackman
Coulter, EUA). Los tubos se leyeron en el citometro de flujo CytoFlex
(Beackman Coulter, EUA) y para analizar los resultados se utiliz6 el software
FlowJo version 10 (EUA).

Mezcla 1

Para la Mezcla 1 se utilizaron los anticuerpos: anti-mouse-CD19-BV605 (1:
200) (Becton Dickinson Horizon, Cat. 563148), el marcador de viabilidad
Fixable Viability Dye eFluor (1: 2000) (eBioscience, Cat. 65-0863-14), anti-
mouse-IgA biotinado (1: 200) (eBioscience, cat. 13-5994-82) y anti-mouse
C138-PE (1:500) (Becton Dickinson Pharmigen Cat. 553714).

Mezcla 2



Para la Mezcla 2 se utilizaron los anticuerpos: anti-mouse-CD19-BV605 (1:
200) (Becton Dickinson Horizon, Cat. 563148), el marcador de viabilidad
Fixable Viability Dye eFluor (1: 2000) (eBioscience, Cat. 65-0863-14), anti-
mouse IgD-PE (1: 800) (eBioscience Cat. 12-5993-83) y anti-mouse IgM-FITC
(1: 500) (Southern Biotech Cat.10-20-08).

Analisis estadistico

Los resultados de citometria de flujo se procesaron con el software Prism
(Graph-Pad version 8.3.0). Se utilizo la prueba t de Student para evaluar las
diferencias entre los grupos de ratones silvestres y cd40l”- y entre el estado

basal y los 8 dias PI.



Resultados

Peso relativo y colonizacion de los ratones C57BL/6 y cd40I-/- con
la dosis infectiva de 5x10° UFC de EAEC

Con el fin de determinar si los ratones deficientes se colonizaban con EAEC
se empezd evaluando ratones de 8-12 semanas. Ningun raton de las dos
cepas fallecié al ser inoculado con la dosis 5x10° UFC/100 uL, estandarizada
para ratones silvestres de 6 semanas (Moran-Garcia et al., 2022). En la figura
11 Ay B, se ilustra la comparacion entre el comportamiento del peso de los
ratones Pl y con SS de ambas cepas de ratones. En la comparacion entre los
ratones silvestres (8 a 12 semanas de edad) solo los ratones inoculados
mostraron una pérdida significativa de peso a los dias 1 y 2, con respecto a
los controles no inoculados (Figura 11A). Los ratones cd40l”- (8 a 12 semanas
de edad) no mostraron pérdida de peso en comparacion con los ratones no
inoculados (Figura 11B).
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Figura 11. Los ratones C57BL/6 de 8 a 12 semanas pierden peso
mientras que los cd40l’- no. A) Peso relativo (gramos de peso del dia
Pl dividido entre gramos del dia 0) de los ratones C57BL/6 (n= 12). B)
Peso relativo de los ratones cd40l”- (n=9). Se usé la prueba t de Student
con significancia p<0.01

En los gréaficos Ay B de la Figura 12, se ilustra que 5 de los 6 (83.3%) ratones

silvestres estuvieron colonizados (méas de tres dias) y hasta el dia 8, que se



detuvo el experimento, solo tres mantuvieron EAEC en las heces (Figura 12A).
En contraste solo 2 ratones de los 5 (40%) ratones cd40l”- estuvieron
colonizados al dia 4 Ply para el dia 8 ninguno ratén estuvo colonizado (Figura

12B).
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Figura 12. Los ratones C57BL/6 se mantienen colonizados hasta los 8
dias Pl y los cd40l”- hasta el dia 5. A) Curva de colonizacion de los
ratones C57BL/6 (n=6). B) Curva de colonizacion (promedio) de los
ratones cd40l”’- (n=5). Los nimeros representan la cantidad de ratones
colonizados. Se realizaron 3 experimentos independientes.



Evaluacion en el estado basal y tras lainoculacion de EAEC de las

poblaciones de células B y células plasmaticas en el bazo

Células B totales (CD19%)

En el bazo de los ratones cd40l”- en comparacion con los ratones silvestres,
observamos que las células B totales al dia 0 se encuentran incrementados,
tanto los numeros totales de células como el porcentaje, el cual también esta
incrementado a los 8 dias PI, este porcentaje es significativamente mayor con

respecto al porcentaje del dia 0 (Figura 13).
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Figura 13. Porcentaje y nimeros absolutos de células B totales en el
bazo. Tres experimentos independientes. n=6 dia 0 y dia 8 C57BL/6.
n=4 dia 0, n=5 dia 8 cd40l’-. t de student *p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001.
Citometria de flujo.

Células B naive (IgM* IgD")

En el raton cd40l- al dia 0 el raton silvestre muestra un mayor porcentaje y
namero de las células B naive (las células que no han visto al antigeno), en
tanto que al dia 8 no se observa ninguna diferencia en esta poblacién. Al
comparar el porcentaje de las células B naive del ratén cd40l”- entre el dia 0 y
8 PI se observd que esta poblacion esta significativamente disminuida en el
dia 8 PI (Figura 14).
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Figura 14. Porcentaje y numeros absolutos de células B naive (CD19*
IgM* IgD*) en el bazo. Tres experimentos independientes. n=6 dia 0 y
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Células B activadas (IgM* 1gD")

Como se muestra en la figura 15, las células B activadas (las que pierden el
marcador IgD) entre las cepas de ratones, cd40l”- vs. el silvestre, mostré un
incremento en el porcentaje de estas células al dia 0 y 8 Pl y en este ultimo
dia también hubo un mayor numero (p<0.05) de células activadas. La
comparacion entre el porcentaje de células B activadas del raton cd40l”- entre
el dia 0 y 8 PI mostré un incremento (p<0.05) al dia 8 PI; mientras que en esta
misma comparacion en el raton silvestre al dia 8 Pl se observé una disminucién
significativa en el porcentaje de las B activadas.
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Figura 15. Porcentaje y numeros absolutos de células B activadas
(CD19* IgM* IgD") en el bazo. Tres experimentos independientes. n=6
dia 0y dia 8 C57BL/6. n=4 dia 0, n=5 dia 8 cd40Il”-. t de student *p<0.05
**p<0.01 ***p<0.001. Citometria de flujo.



Células B doble negativas (IgM- 1gD")

La comparacion de las células B dobles negativas (las que pierden los
marcadores IgM e IgD) entre el ratdn cd40l”- vs. el silvestre a los dias 0 y 8 PI
revelo un porcentaje menor (p<0.05) en el raton deficiente. Como se ilustra en
la figura 16, al comparar entre la misma cepa de raton las células B dobles
negativas a los dias 0 y 8 PI, el nUmero y porcentaje de estas células en el
ratén cd40l”- fueron significativamente mayores al dia 8 y en ratén silvestre
tanto el porcentaje (p<0.05) como el nimero total (p<0.01) de células B dobles

negativas fueron mayores (Figura 16).

Células B IgM- IgD-

Ll 6_ * K
152 — 151057 —=f
*
1 —
L3
® A & 1x10° ahd
i & 4x108-
2 A 3 .
Sl A g saod o ax 3
T Y g o ol » a C57BL6
' Sy o e cd40r"
0 T T 0 T T
0 8 0 8
Dias post-infeccién Dias post-infeccion

Figura 16. Porcentaje y numeros absolutos de células B dobles
negativas (CD19* IgM~ IgD) en el bazo. Tres experimentos
independientes. n=6 dia 0 y dia 8 C57BL/6. n=4 dia 0, n=5 dia 8 cd40lI
. t de student *p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001. Citometria de flujo.

Células B IgA positivas

En el raton cd40l”- vs. el silvestre al dia 0 y 8 PI las células B IgA* al dia 0O
mostraron incremento significativo tanto en el porcentaje como en el nimero

de células totales y al dia 8 solo un incremento (p<0.01) en el numero de

células totales (Figura 17).
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Figura 17. Porcentaje y numeros absolutos de células B IgA* (CD19*
IgA*) en el bazo. Tres experimentos independientes. n=6 dia O y dia 8
C57BL/6. n=4 dia 0, n=5 dia 8 cd40l’". t de student *p<0.05 **p<0.01
***n<0.001. Citometria de flujo.

Células Plasmaticas Totales (CD19- CD138%)

Por ultimo, las células plasméticas entre ambas cepas de ratones al dia 0 no
presentaron diferencias significativas. No obstante, al dia 8 Pl en el raton
cd40l’- encontramos un nimero de células plasmaticas significativamente
mayor en comparacion con el ratén silvestre. Al evaluar el dia 0 vs. el dia 8 PI
en el ratén cd40l” se observd en el nimero de células plasmaticas un

incremento significativo al dia 8 PI (Figura 18).
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Figura 18. Porcentaje y numeros absolutos de células plasmaticas
(CD19 CD138"). Tres experimentos independientes. n=6 dia O y dia 8
C57BL/6. n=4 dia 0, n=5 dia 8 cd40l’-. t de student *p<0.05 **p<0.01
***p<0.001. Citometria de flujo.



Evaluacion en el estado basal y tras lainoculacion de EAEC de las

poblaciones de células B y células plasméticas en las PP

A continuacién, se describen solo los experimentos en donde se observaron
diferencias significativas entre las poblaciones ya sea entre cepas de raton,

entre la misma cepa de raton y entre el tiempo O y 8 dias PI.

Células B totales

La comparacion de las células B totales en las PP entre los ratones cd40l"-y
el silvestre no mostré diferencias significativas ni en el porcentaje y en el

namero de células ni a tiempo O u 8 dias PI (Figura 19).
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Figura 19. Porcentaje y nimeros absolutos de células B (CD19*) en la
placa de Peyer. Tres experimentos independientes. n=6 dia 0 y dia 8
C57BL/6. n=4 dia 0, n=5 dia 8 (C57BL/6 cd40l’"). t de student *p<0.05
**p<0.01 ***p<0.001. Citometria de flujo.

Células B naive

Como se muestra en la figura 20, el porcentaje de las células B naive en la PP

del ratén cd40l”- comparado con el silvestre fueron significativamente mayores

tanto al dia 0 como al dia 8 PI.
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Figura 20. Porcentaje y numeros absolutos de células B naive (CD19*
IgM* IgD*) en la placa de Peyer. Tres experimentos independientes.
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student *p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001. Citometria de flujo.

Células B activadas

Las células B activadas en el raton cd40l”- vs. el ratén silvestre mostraron que
al dia 8 PI hay un menor nimero (p<0.05) de células B activadas (Figura 21).
Ademas, el raton silvestre tuvo un porcentaje significativamente mayor a los 8

dias PI al comparar con el estado basal.
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Figura 21. Porcentaje y numeros absolutos de células B activadas
(CD19* IgM* IgD) en la placa de Peyer. Tres experimentos
independientes. n=6 dia 0 y dia 8 C57BL/6. n=4 dia 0, n=5 dia 8
(C57BL/6 cd40l7). t de student *p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001

Células B dobles negativas




Como se ilustra en la figura 22, las células B dobles negativas (IgM- IgD") del
ratén cd40l’- comparado con el silvestre al dia 0 y 8 PI revela que en el
porcentaje y el nimero de células disminuyen significativa. En el raton silvestre
la comparacion de las dobles negativas del dia 0 vs. el dia 8 Pl muestra un

menor porcentaje (p<0.001) al dia 8 PI.

Células B IgM- IgD-

159 e 15000 Al_l***
—
TR E * %
LRTH N okl & 10000+ A
EAE — S
o ) A
3 == -
51 g 4 —
2 . A 2 500049 , An
a C57BL/6
e o » A
. | ot . o5 e cd40r
0 8 0 8

Di; t-infeccio
1as postInfeccion Dias post-infeccion

Figura 22. Porcentaje y numeros absolutos de células B dobles
negativas (CD19* IgM™ IgD") en la placa de Peyer. Tres experimentos
independientes. n=6 dia 0 y dia 8 C57BL/6. n=4 dia 0, n=5 dia 8
(C57BL/6 cd40l7"). t de student *p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001. Citometria

de flujo.

Células B IgA positivas

En el raton cd40l’- el porcentaje de las células B IgA* en la PP fueron
significativamente mayores al dia 8 PI vs. el silvestre, también se observé que

el porcentaje de estas células incremento (p<0.001) entre el dia 0y 8 Pl en el

ratén cd40l”- (Figura 23).
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Figura 23. Porcentaje y numeros absolutos de células B IgA positivas
(CD19* IgA*) en la placa de Peyer. Tres experimentos independientes.
n=6 dia 0 y dia 8 C57BL/6. n=4 dia 0, n=5 dia 8 (C57BL/6 cd40l’). t
de student *p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001. Citometria de flujo.

Células plasmaticas totales

Las células plasmaticas de la PP entre las cepas de ratbn no mostraron
diferencias significativas. Sin embargo, en el raton cd40l” las células

plasmaticas incrementaron al dia 8 Pl en comparacion con el dia 0 (Figura 24).
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Figura 24. Porcentaje y numeros absolutos de células plasmaticas
(CD19 CD138") en PP. Tres experimentos independientes, n=6 dia 0 y
dia 8 C57BL/6. n=4 dia 0, n=5 dia 8 cd40l’. t de student *p<0.05
**p<0.01 ***p<0.001. Citometria de flujo.



Comparacion entre las poblaciones de células B y células
plasmaticas en el bazo y la placa de Peyer del raton cd40l-/- en

comparacién con el raton silvestre

En el estado basal

Como se ilustra en la tabla 2, el bazo del ratén cd40l”- vs. el del ratdn silvestre
mostro varios incrementos significativos en varias poblaciones de células B,
pero no con respecto a las células plasmaticas. Mientras que las PP (cd40lI")
mostraron muy pocos cambios con respecto a las del raton silvestre,
observandose un incremento del porcentaje células B naives y disminucion
tanto del porcentaje como del nimero de células B doble negativas.

Tabla 2. Comparacioén entre las poblaciones de células B y células

plasmaticas en el bazo y la placa de Peyer (raton cd40l” vs. raton C57BL/6) en
el estado basal.

Bazo PP
Estirpe celular Porcentaje Numero [Porcentaje Numero

Células B totales IN IN SD SD

Células B naive IN IN IN SD

Células B activadas (IgM* IgD") IN SD SD SD
Células B dobles _negatlvas (lgMm- DI SD DI DI

lgD")
Células B IgA* IN IN SD SD

IN: Incremento, DI: Disminucién, SD: Sin diferencia

Dia 8 PI

En el bazo del raton cd40l”- en comparacion con el silvestre solo las células B
naives no mostraron diferencias significativas ni en el porcentaje ni en el
nimero de células. Las PP del ratén cd40l”- revelaron con respecto a las del
ratén silvestre un incremento del porcentaje de células B naives y las células
B IgA*, asi como una disminucién de las células B doble negativas y las células
B activadas (Tabla 3).



Tabla 3. Comparacién entre las poblaciones de células B y células
plasmaticas en el bazo y la placa de Peyer (Ratén cd40l”-vs. Ratén C57BL/6)
alos 8 dias Pl con EAEC

Bazo PP

Estirpe celular Porcentaje Numero | Porcentaje Numero
Células B totales IN SD SD SD
Células B naive SD SD IN SD
Células B activadas (IgM* IgD") IN IN SD DI
Células B dobllst_r)legatlvas (lgMm- DI sD DI DI
Células B IgA* SD IN IN SD
Células plasmaticas SD IN SD SD

IN: Incremento, DI: Disminucién, SD: Sin diferencia

Dia 8 PI vs. estado basal en el ratén cd40I"

Al comparar entre el dia 8 y el estado basal en el bazo del raton cd40l"-
encontramos incrementos en diversas poblaciones de células, excepto en las
células B naives, donde observamos una disminucién en el porcentaje, y en
las células B IgA* donde no encontramos diferencias. En las PP solo
observamos un incremento en el porcentaje de las células B IgA* y las células

plasmaticas (Tabla 4).

Tabla 4. Comparacién entre las poblaciones de células B y células
plasmaticas en el bazo y la placa de Peyer (ratén cd40l”- a los 8 dias PI con
EAEC vs. ratén cd40l” en el estado basal)

Bazo PP

Estirpe celular Porcentaje NUumero | Porcentaje NUmero
Células B totales IN SD SD SD
Células B naive DI SD SD SD
Células B activadas (IgM* IgD") IN SD SD SD
Células B dobllzlsj_r;egatlvas (lgMm- IN IN SD SD
Células B IgA* SD SD IN SD
Células plasmaticas SD IN IN SD

IN: Incremento, DI: Disminucién, SD: Sin diferencia

Dia 8 Pl vs. estado basal en el raton silvestre




En la tabla 5 se ilustran solo los cambios observados en el ratdn silvestre,
donde el bazo de los ratones silvestres muestra una disminucion del
porcentaje de las células B activadas y un incremento tanto del porcentaje
como del numero de células B dobles negativas. Mientras que, en las PP del
raton silvestre al dia 8 Pl se observa una disminucion tanto del porcentaje
como del numero de células B dobles negativas, asi como un incremento en
el porcentaje de las células B activadas.
Tabla 5. Comparacién entre las poblaciones de células B en el bazo y la

placa de Peyer (raton C57BL/6 a los 8 dias Pl con EAECvs. raton C57BL/6 en
el estado basal).

Bazo PP
Estirpe celular Porcentaje Numero | Porcentaje Numero
Células B activadas (IgM* IgD") DI SD IN SD
Células B dobles negativas (IgM- IN IN DI SD

IgD")
IN: Incremento, DI: Disminucién, SD: Sin diferencia



Discusion

Las personas con HIGM presentan infecciones recurrentes y prolongadas de
patdgenos comunes 0 patdgenos oportunistas en el tracto respiratorio o en el
tracto digestivo (Fan et al., 2022, Yazdani et al., 2019, Gernez et al., 2018;
Agarwal et al., 2013). El raton cd40l- se ha propuesto como un modelo
subrogado para el estudio de este sindrome ya que presenta en el suero
concentraciones de anticuerpos parecido al de los pacientes con HIGM, con la
IgM en concentraciones aumentadas o normales, la IgG e IgA disminuidas, asi
como la IgE ausente (Renshaw et al., 1994). La ausencia de la interaccion
entre CD40-CD40L, presente constitutivamente sobre las células B y sobre las
células T activadas, respectivamente, no permite una correcta activacion de
las células B, asi como la inhibicion de la proliferacion, expresion de
marcadores de activacion y la diferenciacion de estas células (Law & Grewal,
2009; Elgueta et al., 2009; Kawabe et al., 2011; Laman et al., 2017). En el
laboratorio se ha descrito que los ratones deficientes (cd40l”) tienen una
mayor cantidad de IgA intestinal en las heces que los ratones silvestres
(Bernal-Reynaga et al., 2013) y se han caracterizado las distintas poblaciones
de células B y de células plasmaticas en el estado basal de estos ratones

(Hernandez-Cazares et al., 2023).

Por lo que en el presente trabajo se caracterizaron y compararon las
poblaciones de células B y de células plasmaticas en los ratones cd40l’ y
silvestres antes y después del reto con EAEC, utilizando el modelo de infeccion
en ratones silvestres desarrollado en nuestro laboratorio contra esta bacteria
(Moran-Garcia et al., 2022). Esto nos permite comprender que poblaciones
de células B y plasméticas se activan ante un reto con una bacteria patégena
y utilizar estos hallazgos con el fin de polarizar la produccion de anticuerpos

contra patégenos especificos (“vacuna”) en los pacientes con HIGM.

Determinamos que la edad del raton tanto silvestre como deficiente es

importante para la infeccion con EAEC. El modelo del raton silvestre de EAEC,



se desarroll6 utilizando ratones 6 a 7 semanas, inoculados con 5 X10° UFC,
gue permanecieron colonizados por mas de 15 dias. Sin embargo, en nuestro
experimento los seis ratones silvestres utilizados fueron 4 de 8 semanas y 2
de 12 semanas, al dia cuatro 5/6 (83.3%) ratones estaban colonizados, los 4
ratones de 8 semanas y 1 de 12 semanas, y hasta el dia 8 el 50% (2 de 8
semanas y 1 de 12 semanas), dia en que se sacrificaron los ratones. Ademas,
se observo una pérdida del peso significativa en los dias uno y dos; datos
similares a los descritos por Moran-Garcia et. al (2022) en el modelo silvestre-
EAEC. Con respecto a los ratones cd40l”-, 4 de 12 semanas y 1 de 8 semanas
(5 ratones), observamos que solo 2/5 (40%) (ambos de 12 semanas)
estuvieron colonizados hasta el dia 4 y al dia 8 ninguno, asi como no se
observo pérdida de peso PI. Por lo que estos datos sugieren claramente que
la edad del raton es un factor de susceptibilidad para la colonizacién con
bacterias como se ha demostrado en ratones y humanos (Zhang et al., 2014;
Claesson et al., 2023). También corroboramos que la susceptibilidad a la
infeccion en los ratones cd40l’- es dependiente de la dosis de inoculacion y de
la edad como se demostré en el modelo murido de E. coli enterotoxigénica
(ETEC), una bacteria que también infecta a humanos. Los ratones de 6 a 8
semanas de edad se mantuvieron colonizados por mas de 14 dias con una
dosis de 5x108 UFC, después de realizar una cinética de dosis y colonizacion,
pero los ratones silvestres perdian ETEC a los 3 dias PI (Bernal-Reynaga et
al., 2013). Con respecto a la edad del raton se ha descrito que la composicién
y el grosor de la capa mucinas que recubre al intestino disminuye con la edad
(Elderman et al., 2017, Sovran et al., 2019; Sang et al., 2023); por lo que es
posible que en el raton silvestre estas mucinas hayan disminuido. Se ha
demostrado que la fimbria AFFII (Fimbria Adherente-Agregativa Il) de EAEC
se une a la mucina MUC-1, tanto en células renales (HEK293) e intestinales
humanas (biopsias de colon humano) (Boll et al., 2017; Gonyar, 2020), como
en el modelo marido (Moran-Garcia et al., 2022). La falta de colonizacion en
el raton deficiente, también se puede explicar por la falta de la expresion de

mucinas intestinales en este raton, aunque directamente esto no se ha



evaluado, pero sabemos que se induce la expresion de las mucinas derivado
de una respuesta Thl o Th2 (Grondin et al., 2020), en donde la interaccion
entre CD40-CD40L también participa particularmente en las Th2, especulando
que la presencia de células epiteliales del intestino que expresan CD40
podrian activarse a través de la interaccion CD40-CD40L con las células T
activadas, como se ha demostrado en las células epiteliales del pulmon
(Dugger et al., 2009). Por lo que, en el raton cd40l”, la ausencia del CD40L no
favoreceria la produccion de las mucinas, corroborado por la observacion de
que anticuerpos anti-CD4, que bloquean la funcion de las células T activadas,
reducen significativamente la produccion de mucinas durante la infeccion con
Nippostrongylus brasiliensis (Khan et al., 1995). Por lo que la ausencia del
CDA40L no induciria la produccion de mucinas entre ellas MUCL1, indispensable
para la infeccion de EAEC en el intestino de los ratones silvestres (Moran-
Garcia et al., 2022).

La evaluacién de las poblaciones de las células B y de las células plasméticas
se realiz6 sin administrar inoculo bacteriano (basal) y a los 8 dias Pl con 5 x10°
UFC de EAEC. Se considero el tiempo de 8 dias PI, debido a que a los 7-8
dias los primeros anticuerpos en ser producidos son los IgM (Abbas &
Lichtman, 2004, Mejia-Martinez et al., 2010), adicionalmente muchos de los
dafios generados por EAEC en el intestino de los ratones silvestres se
reportaron a los 7 dias (Moran-Garcia et al., 2022). Evaluamos dos OLS, las
PP, asociadas al intestino, y el bazo, no asociado al intestino, para evaluar la
respuesta inmune al inocular EAEC en su sitio de infeccidn y a nivel sistémico

respectivamente.

Las poblaciones de las células B y de las células plasméticas del bazo y PP
en el estado basal, es decir dia 0, de ambos ratones se comportaron de
manera similar a lo descrito recientemente en un estudio comparativo de
células B y plasmaticas de diversos OLS con estas cepas de raton de 6 a 8
semanas de edad (Hernandez-Cazares et al. 2023). El bazo del ratdon

deficiente mostro vs. el del raton silvestre, incrementos significativos en las



células B totales, B naives, células B activadas y células B IgA*. Mientras que
en la PP solo se incrementaron las células B naives (Tabla 2). En su conjunto,
estos resultados nos indican que los OLS en los ratones deficientes estan
llevando a cabo respuestas rapidas hacia antigenos Tl particularmente en las
PP, las cuales estan expuestas a antigenos de la dieta y la microbiota, siendo
la PP el primero OLS expuesto a estos antigenos intestinales (Komban et al.,
2019). Mientras que en el bazo de los ratones cd40l”- las poblaciones de
células B se mantienen incrementadas en espera de la llegado de los
antigenos para pasar al siguiente nivel de diferenciacion y activacion, ya que
en este OLS se procesan antigenos provenientes principalmente de la sangre
y que no son como en el intestino, primordialmente antigenos Tl (Palm &
Kleinau, 2021). También esté bien establecido que en los OLS las respuestas
hacia antigenos Tl se llevan a cabo mas rapidamente, de 3 a 5 dias, en
comparacion con las respuestas ante antigenos TD que requieren la induccion
del centro germinal y su procesamiento, requiriendo mas de 7 dias
(MacLennan et al., 2006; Moser et al., 2006; Oracki et al., 2010; Elsner &
Shlomchik, 2020).

El incremento en el porcentaje de las células B naive en los ratones cd40l’- en
las PP, puede deberse a que no estan siendo estimuladas por antigenos TD
ya que en el ratdbn C57BL/6 son mas abundantes las células B convencionales
en este OLS que principalmente realizan reacciones TD y en menor proporcion
reacciones Tl (Pillai & Cariappa, 2009; Fagarasan et al., 2010; Komban et al.,
2019; Palm & Kleinau, 2021). Reforzando lo anterior observamos que en raton
cd40lI, las PP contienen significativamente menores ndmeros y porcentajes
de células dobles negativas sugiriendo que ya han realizado Cl hacia

antigenos TI cuyas respuestas son mas rapidas, como ya se menciono.

En el bazo en condiciones basales si encontramos diferencia significativa en
las células B totales entre las dos cepas de ratones, ya que en los ratones
cd40l’- el nimero y los porcentajes fueron significativamente mayores al igual

que las células B naive, las células B activadas y las células B IgA*, cabe



mencionar que en el bazo de estos ratones se ha mostrado también un
incremento en las poblaciones de células B-1 (Hernandez-Cazares et al.,
2023). El incremento de las células B naive en la cepa deficiente se debe a
que las células B-2 no son activadas debido a la deficiencia del CD40L y se
acumulan, ya que es la principal poblacion de células B en este 6rgano. En el
ratén cd40l”- el incremento de las células B IgA* en comparacion con el
silvestre, se debe a una respuesta contra antigenos Tl de parte de las células
B-2 de respuestas foliculares y también de células B-1y de MZ que responden
principalmente a antigenos Tl produciendo anticuerpos de la clase IgA e IgM
(Cerutti, et al., 2011; Meyer-Bahlburg, 2015; Prieto & Felippe, 2017; Castro-
Dopico & Clatworthy, 2019; Hand & Reboldi, 2021). También se ha
demostrado que las plasméticas IgA que han sido producidas en el bazo hacen
“homing” hacia sitios efectores (Weiberg et al., 2018; Yang et al., 2016) como
la lamina propria y tal vez contribuyen a una mayor produccion de IgA
intestinal, la cual se acumula en el lumen en estos animales deficientes, ya
que se ha mostrado que esta Ig es significativamente mas abundante en las
heces de los estos ratones vs. los silvestres (Bernal-Reynaga et al., 2013).
Ademas, se ha evidenciado que el bazo participa en la induccién de la
respuesta inmune contra antigenos captados en el intestino (Weiberg et al.,
2018; Yang et al., 2016; Hahn et al. 2010).

Hasta el momento en los ratones deficientes no se han evaluado las
poblaciones de células B y plasmaticas en OLS post reto oral con EAEC (Tabla
3). Observamos que estas poblaciones, al igual que en el bazo del raton cd40I-
I-a tiempo cero, incrementan con la excepcion de las células B naive como era
de esperarse ya que estan respondiendo a un antigeno, indicando que fueron
activadas por los antigenos subministrados via oral, como ya se ha descrito
(Beier & Gebert, 1998). Estas respuestas son rapidas de 3 a 5 dias una vez
gue vieron al antigeno, ademas, como ya se ha mencionado, el bazo también
participa en respuestas a antigenos intestinales (Weiberg et al., 2018; Yang et
al., 2016; Hahn et al. 2010). Sin embargo, observamos en las PP del raton

cd40l”- muchos cambios en las poblaciones analizadas en comparacién con el



estado basal, indicando primero que nada la anatomia de la respuesta inmune
ya que las bacterias se inocularon oralmente. Puesto que en estado basal el
Gnico cambio que se observo fue un incremento significativo de la poblacion
de B naives en comparacion con el silvestre, mientras que al dia 8 Pl esta
poblacién se incrementé nuevamente, asi como también las células B IgA*; es
decir se estan produciendo células que van a producir anticuerpos de la clase
IgA, la principal Ig del intestino. Por otro lado, en concordancia con estos datos
en los ratones deficientes disminuyeron las células B doble negativas, que lo
mas probable es que son ahora IgA positivas, ya que en efecto en el estado
basal recientemente se demostré por nuestro grupo de trabajo que hay una
mayor cantidad de células plasmaticas IgA* en la zona T de las PP
(Hernandez-Cazares et al., 2023), asi como una mayor concentracion de IgA
en las heces (Bernal-Reynaga et al., 2013). También disminuyeron en las PP
de los ratones deficientes las células B activadas, probablemente estas células
ya se diferenciaron hacia células plasmaticas productoras tanto de IgM como
IgA y migraron, como es su funcion, a los sitios efectores (Weiberg et al., 2018;
Yang et al., 2016).

Al comparar las poblaciones de células B y plasméticas en el bazo del ratén
cd40l”- después y antes del reto con EAEC (dia 8 PI vs. dia 0), observamos
numerosos cambios en el numero y porcentajes de estas poblaciones
asociados con una respuesta inmune contra un antigeno: menor porcentaje de
B naives, mayor porcentaje de B totales, mayor porcentaje de las B activadas
(IgM*) y un mayor numero y porcentaje de B doble negativas como de células
plasmaticas. Esta respuesta contra los antigenos bacterianos en este ratén
deficiente y su apropiada funcionalidad ya la hemos demostrado, al evidenciar
que en efecto pueden los anticuerpos del suero tener un efecto bactericida
mediada por complemento contra Citrobacter rodentium (Lopez-Saucedo et
al., 2015). El incremento en el porcentaje de las células B activadas sugiere
gue ante la ausencia del CD40L, la respuesta de las células B en estos ratones
se polariza mayoritariamente hacia células B activadas (IgM*). En el bazo
existen 3 poblaciones distintas de células B: células B de MZ, células B



foliculares (B-2) y las células B-1 (Zouali & Richard, 2011; Palm & Kleinau,
2021; Dirks et al., 2023). Las células B de MZ son la primera linea de respuesta
contra antigenos Tl que llegan por torrente sanguineo (Palm & Kleinau, 2021),
ademas expresan en su superficie BCRs polireactivos, que pueden reconocer
varios antigenos que contienen estructuras similares, producen anticuerpos
rapidamente de baja afinidad y células plasmaticas de vida corta (Palm &
Kleinau, 2021) y son muy sensibles a la estimulacion mediada por TLRs (Palm
& Kleinau, 2021). En las PP de los ratones cd40l”- se demostr6 nuevamente
que en efecto hay reacciones en este OLS contra EAEC, observamos un
incremento en los porcentajes de las células B IgA* y las células plasmaticas
a los 8 dias PI, mostrando que hay respuestas contra estos antigenos, asi
como respuestas para la produccion de células que produciran anticuerpos IgA
gue son las principales Igs identificadas en este raton deficiente (Bernal-
Reynaga et al., 2013). Se ha demostrado al menos en el estado basal que
estos ratones contienen en la PP una mayor cantidad de células plasmaticas
productoras de IgA, igual nimero de células plasméticas IgM, pero menos
namero de células plasmaticas IgG positivas (Hernandez-Cazares et al.,
2023). Otra poblacion de células B que pueden estar contribuyendo a la mayor
produccién de anticuerpos IgA especificos contra los antigenos Tl en estos
dos OLS secundarios son la células B-1, ya que se ha demostrado que en el
estado basal los ratones deficientes contienen significativamente mayor
namero de células B-1, tanto OLS asociados al intestino como no asociados
al intestino (Hernandez-Cazares et al., 2023). Las células B-1 principalmente
se activan independientemente de las sefiales de las células T y los antigenos
TD, algunos grupos también han demostrado su habilidad para generar
respuestas inmunes T-dependientes (Rastogi et al., 2022). Las células B-1 en
principio secretan IgM, pero también IgA e IgG3 (Meyer-Bahlburg, 2015; Prieto
& Felippe, 2017; Castro-Dopico & Clatworthy, 2019), estos anticuerpos son
denominados naturales, los cuales tienen una alta reactividad contra

patdbgenos pero baja afinidad, por lo que son los primeros anticuerpos



producidos contra patdogenos en reacciones rapidas de 3 a 5 dias (MacLennan
et al., 2006; Moser et al., 2006; Oracki et al., 2010; Elsner & Shlomchik, 2020).



Conclusion

En su conjunto, nuestros resultados demuestran que los ratones deficientes si
son capaces de responder a las bacterias estimulando poblaciones
relacionadas con la produccion de anticuerpos especificos contra antigenos
TI, que pueden ser polisacaridos o0 antigenos proteicos con estructuras
repetidas, que estos anticuerpos pueden contribuir a la neutralizaciéon de
antigenos, asi como a la eliminacién de bacterias mediadas por complemento.
Por todo lo anterior las respuestas en el intestino en estos ratones se polarizan
hacia respuestas de anticuerpos IgA contra antigenos TI. Por lo que estas
respuestas se podran manipular para generar anticuerpos especificos contra
patdgenos para su eliminacion y neutralizacion, para contribuir a su
eliminacién tanto en el intestino como en las vias respiratorias de los pacientes
con HIGM, que en conjunto con las terapias ya establecidas para el tratamiento

podran mejorar la calidad de vida de estos pacientes.



Perspectivas

> Producir un modelo de colonizacién en el ratén cd40l”.

» Analizar la cantidad de moco intestinal producido por los ratones
C57BL/6 y cd40I-.

» Analizar la expresion de MUC-1 en el intestino de los ratones C57BL/6
y cd40l",

» Analizar las poblaciones de células B y células plasmaticas in situ e in
vivo en el intestino de ratones C57BL/6 y cd40l”- infectados con EAEC.

» Determinar y cuantificar anticuerpos de los diferentes isotipos (IgM, IgA,
IgG, IgE) en el suero y en las heces de los ratones a los 4 y 8 dias PI.

» Evaluacion de las células B de zona marginal en el bazo de los ratones
C57BL/6 y cd40l".

» Determinacion de las diferentes poblaciones de células B a los 4 dias
Pl.

» Analizar la presencia de las células plasmaticas por isotipo especifico.
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