Efectos de la Paratohormona y su receptor en linfocitos B de pacientes con
Lupus Eritematoso Sistémico y Sindrome de Sjogren: ¢Un nuevo mecanismo

hormonal en el desarrollo de autoinmunidad?

Lady Johana Rios Serna

Universidad del Valle
Facultad de Salud. Escuela de Ciencias Basicas
Santiago de Cali

2022



Efectos de la Paratohormona y su receptor en linfocitos B de pacientes con
Lupus Eritematoso Sistémico y Sindrome de Sjogren: ¢Un nuevo mecanismo

hormonal en el desarrollo de autoinmunidad?

Lady Johana Rios Serna

Trabajo de Investigacion para optar al titulo de

Magister en Ciencias Biomédicas

Tutor.
Gabriel Jaime Tobén, MD, PhD

Centro de Investigacion de Medicina Traslacional en Reumatologia y
Autoinmunidad (CIRAT), Universidad Icesi

Cotutora.
Anilza Bonelo Perdomo, Bsc, Msc, PhD

Grupo de Investigacion Virus Emergentes y Enfermedad (VIREM)

Universidad del Valle
Facultad de Salud. Escuela de Ciencias Basicas
Santiago de Cali

2022



NOTA DE ACEPTACION

Firma del jurado

Firma del jurado

Firma del jurado

Ciudad y fecha (DD/MM/AAAA)



Dedicatoria

Nacemos, crecemos y aprendemos a caminar.

Toman nuestras manos, tomamos manos, soltamos manos, seguimos caminos,
construimos caminos, construimos ideas y nos brotan alas, luego aprendemos a

volar y a sofar.

Nuestros pasos son decisiones, a veces acelerados y otras veces con la

precaucion de quien fuese a caer por un acantilado.

Decidimos avanzar, por nuestra propia conviccidén y alcanzamos nuestros suefos

con determinacion, dedicacion, disciplina y esfuerzo.

Creer en la utopia es de sofiadoras, pero vivirla, es de valientes e inconformes.
Como lo es para quien decide investigar lo inexplorado, para quien abre el
horizonte de lo desconocido, para quien no esta satisfecho con lo posible y se

dedica a lo impensable.

Para aquellas que, como yo, valientes, inconformes y sofiadoras, decidieron mirar

a través de la cerradura de la naturaleza y tratan de descubrir lo que sucede.

A todas las mujeres que hacen parte de mi vida, que han sido pilares y luz en mi
camino. A mi madre por confiar siempre en mi y arriesgarse para que yo pudiera
construir mi propio futuro -aqui estoy entregandote un logro mas-. A mi hermana
por ocuparse de mi con tanto amor y ensefiarme que la dedicacion siempre alcanza
el talento. A mi compafiera de vida, por ser mi soporte y permanecer con tanto amor
a mi lado. Al circulo sagrado de mujeres por no dejar que olvide que siempre hay

otras formas, otros conocimientos y que, construir siempre sera mejor juntas.



Agradecimientos

Agradezco a mis tutores, el Dr Gabriel Tobon y la Dra Anilza Bonelo Perdomo, por
confiar en mi proceso, por su acompafiamiento y guia académica, por alimentar mi
conocimiento y pasion por la inmunologia. Gracias especiales al Dr Tobon, por
escuchar siempre con atencién y respeto, desde que era estudiante de pregrado y
aun hoy 5 afios después, por cultivar la confianza y autonomia en mi proceso de

aprendizaje y desarrollo profesional.

A mis compafieras de trabajo, Jessica, Maria Claudia, Ingrid, Valeria, por sus
aportes y acompafiamiento en el proceso, especialmente a lvana Nieto por su apoyo
en el reclutamiento de los pacientes y la construccion de la base de datos. A mis
jovenes talento, Diana Céardenas y Angie Rosero, por su valioso apoyo en la
ejecucion experimental y por compartir conmigo todas las emociones del proceso

de investigacion.

Al Ministerio de Ciencia, Tecnologia e Innovacion-Minciencias, Colombia (antes
Coilciencias), que por medio de la Convocatoria 807-2018 para proyectos de ciencia,
tecnologia e innovacién en salud en 2018 (CT. 835-2018) financio el proyecto
“‘Receptor de la Paratohormona (PTH1R) y paratohormona como biomarcadores de
diagnoéstico temprano y de actividad en enfermedades autoinmunes sistémicas
(Lupus Eritematoso Sistémico y Sindrome de Sjogren)” dentro del cual se desarrollé

este trabajo de grado.

Finalmente, un sincero agradecimiento a la Universidad Icesi y al Centro de
investigaciéon CIRAT, por el apoyo econémico y de tiempo, para llevar a cabo mis
estudios y seguir creciendo profesionalmente, y a la Universidad del Valle, por los
convenios y colaboraciones interinstitucionales que facilitan la culminacion exitosa

de este proceso.



CONTENIDO

LISTA DE TABLAS .. e e r e e e e e e e e eees 9
LISTA DE FIGURAS ..t 10
LISTA DE SIMBOLOS Y ABREVIATURAS ......coooieieieeieeeeeeeeee e 11
RESUMEN ..o e e e nn s 13
AB ST R A CT et e e e 15
INTRODUGCCION ..ottt ettt ettt et e e e e e eaeeaeeaeee s 17
HIPOTESIS ...ttt bbbt 25
OBJETIVO GENERAL ...ttt eenans 25
OBJETIVOS ESPECIFICOS ..ottt 25
MATERIALES Y METODOS .....ooveiiiiieeie ettt ene e 26
Disefio de [ainVeStigacCion ... ......uuiiiiiii i 26
PODIACion de eStUdIO......ccoi i 26
ASPECTOS BLICOS ..ieiiiiieee ettt ettt e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e na 27
Células y [INeas CEIUIAreS ........uoiiiii e e 28
Obtencidn de células mononucleares de sangre periférica. ..................... 28
Crecimiento y mantenimiento de lineas celulares. .........cccccccvviiiiiieeeeinnnnnn, 28
Condiciones de estimulacion iN VItro .......ccoooiiiiiiiiiiieeeieeee e 28
Citometria de flUJO ... e 29
Expresion del PTHIR en linfocitos B y subpoblaciones. ............cccccooo.... 29
Subpoblaciones en lineacelular. ..........cccooooi i 31
Ensayo de apoptosis en linea celular............ccccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiies 33



Proliferacion celular en linea Celular. ..., 33

Cuantificacion de inmunoglobulinas (ELISA) .........ccoceiiii 34
Deteccidn de proteinas fosforiladas (Inmunoblot) .........cevvvvvviiiiiiiiiiiiieennnnn. 34
ANAIISIS STAAISTICO .oiiiiiiiiiiiiieeeee e 36
RESULTADOS ...ttt e e e e et e e e e e et e e e e eeaa s 37
Caracterizacion de partiCiPantes.........ccuuuuiiiiiieeeieeeeieee e e e e e 37
Expresion del PTHIR en linfocitos B y subpoblaciones..........ccccccveeenn. 37

Efecto de la estimulacion con PTH sobre la distribucion de las

subpoblaciones en liNfOCItOS B.....ooovvviiiiiiiciee e, 39
Efecto de la estimulacion con PTH en la sobrevida de los linfocitos B ...... 41
Efecto de la estimulacion con PTH en la proliferacion de los linfocitos B..42

Efecto de la estimulacion con PTH en la produccion de inmunoglobulinas

= RPN 44
DISCUSION .....ttttitteieteteseses ettt ettt b bbbt 46
CONCLUSIONES ... e ea e e e eenans 54
LIMITACIONES ..o et e e e e e e s 55
PERSPECTIVAS ..t e e e e s 56
e N [ 10 57
ANEX O S .. e e a e 66

Anexo 1. Distribucion de subpoblaciones celulares en las cohortes.................. 66

Anexo 2. Caracterizacion celular de linea Ramos (RAL) .......ccoovvvvvviiiiiiiiiinnnnnn. 67

Anexo 3. Efecto aislado de la PTH en la activacion del linfocito B .................... 68



Anexo 4. Aceptacion de abstract en presentacion oral Congreso Internacional de
Lupus y Controversies in Rheumatology and Autoimmunity (CORA) 2021 ........ 69

Anexo 5. Carta de reconocimiento “Top 5 CORA 20217 ..........coeiiiieiiiiveiiiiiinnnn, 70

Anexo 6. Publicacion en revista CientifiCa........ccoou e, 71



LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Distribucién global de enfermedades autoinmunes............................. 18

Tabla 2. Autoantigenos en enfermedades autoinmunes organo especificas y no

Organ0 ESPECITICAS. .. . .uueiiiiiiie it —————— 19

Tabla 3. Anticuerpos primarios para deteccion de proteinas en Inmunoblot.......... 36



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Estrategia de analisis de expresion del PTH1R en linfocitos B y

SUDPODIACIONES. ... 31

Figura 2. Estrategia de analisis de subpoblaciones en linea celular Ramos

Figura 3. Estrategia de analisis de apoptosis en linea celular Ramos

ANy T PRSP 33
Figura 4. Expresion de PTHIR en LinfoCItOS B........c.coviiiiiiiiie e, 38
Figura 5. Distribucion de subpoblaciones de linfocitos B PTHIR*...................... 39
Figura 6. Cambios fenotipicos de los linfocitos B estimulados con PTH ......... 40-41
Figura 7. Sobrevida de los linfocitos B estimulados con PTH.....................oo..e. 42
Figura 8. Proliferacion celular de linfocitos B estimulados con PTH..................... 43

Figura 9. Cuantificacion de IgM en sobrenadante de cultivo celular de linfocitos B

eStimMUIAdOS CON P H . ..o s 44

Figura 10. Efectos de la PTH en la sefalizacion intracelular en linfocitos B de la

linea celular Ramos (RAT) ... .o e, 45

Figura 11. Representacion del linfocito B en el centro germinal........................ 49

10



LISTA DE SIMBOLOS Y ABREVIATURAS

7AAD 7 aminoactinomicina D
ANOVA Andlisis de varianza

APC-A700 Allophycocyanin-Alexa Fluor 700

BCA Acido bicinconinico

BCR Receptor del linfocito B

CASR Receptor de calcio sérico

CD Cluster de diferenciacion

CFSE Ester de succinimidil-carboxifluoresceina
CpG Citosina y guanina unidas por un fosfato
dsDNA DNA de doble cadena

EAs Enfermedades Autoinmunes

ECL Enhanced luminol-based chemiluminescent
ELISA Ensayo por Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas
ESSDAI EULAR Sjogren's syndrome disease activity index
FITC Isotiocianato de fluoresceina

FSC Forward scatter (Detector de tamafio)

HC Controles sanos

HRP Peroxidasa de rabano

IMF Intensidad media de fluorescencia

IQR Rango Intercuartilico

LES Lupus Eritematoso Sistémico

MNSP Células mononucleares de sangre periférica
PBS Buffer Fosfato Salino

PE Ficoeritrina

11



PECy7
P|

PTH1R
PTH
RANKL
RPMI
SBF
SHM
SLEDAI
SLICC
SNC
SSC
SSp

Ficoeritrina-Cianina 7

loduro de propidio

Receptor 1 de la paratohormona

Paratohormona

Ligando de receptor activador para el factor nuclear k B
Medio del instituto Roswell Park Memorial

Suero Fetal Bovino

Hipermutacion somatica

Systemic lupus erythematosus disease activity index
Systemic Lupus International Collaborating Clinics
Sistema nervioso central

Side scatter (Detector de complejidad)

Sindrome de Sjogren primario

12



RESUMEN

La etiologia y patogénesis de las Enfermedades Autoinmunes (EAs) son
multifactoriales y complejas, en las cuales, diversos factores, incluyendo
componentes genéticos, epigenéticos, ambientales y hormonales han sido
relacionados con el inicio y progresion de dichas patologias. Dentro de los factores
hormonales, los estrogenos, la prolactina y la testosterona han sido ampliamente

estudiados.

Por otra parte, altos niveles de la Paratohormona (PTH) en pacientes con
hiperparatiroidismo primario, han sido asociados clinicamente con el desarrollo de
algunas EAs. Dado que el impacto fisiopatoldégico de la PTH sobre el sistema
inmune y el desarrollo de EAs no se ha dilucidado por completo, el objetivo del
presente estudio fue evaluar la expresion del receptor de PTH (PTH1R) en los
linfocitos B de pacientes con sindrome de Sjogren primario (SSp) y LES, y los
efectos de la PTH en células B in vitro, con el fin de aportar en el entendimiento de

los mecanismos hormonales como potenciales disparadores de autoinmunidad.

En este estudio se evalud la expresion diferencial del PTH1R en los linfocitos B
obtenidos de sangre periférica de pacientes con LES (n=14), SSp (n=20) y controles
sanos (HC, n=20) y la distribucion de las subpoblaciones de linfocitos B maduros
(Bm1-Bmb5) que expresan el PTH1R, mediante andlisis de citometria de flujo. Asi
mismo, se analiz6 la posible correlacion entre la expresion del PTH1R y los indices
de actividad clinicos de LES (SLEDAI) y el SSp (ESSDAI).

Con el fin de determinar los efectos biolégicos de la PTH sobre los linfocitos B, se
realizaron analisis de proliferacion, apoptosis, distribucion de las subpoblaciones de
linfocitos B, produccion de inmunoglobulinas y vias de activacion, luego de la

estimulacién por PTH sobre una linea celular de linfocitos B (Ramos).
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Al analizar la expresion del PTH1R en los linfocitos B, se encontrd que los pacientes
con LES expresaron mayor porcentaje de este receptor sobre su membrana
(14.5%), comparado con los pacientes con SSp (4.6%), p=0.007; y HC (5%),
p=0.003.

Por otra parte, la distribucién de las subpoblaciones que expresan PTH1R vari6
entre las cohortes. En pacientes con SSp, la expresion del PTH1R fue
significativamente menor en la subpoblacion Bm1 (20.2%) y mayor en la Bm2
(30.5%) y Bm2' (8.7%) mientras que en los HC fue de 39%, 18%, 1,7%;
respectivamente (p=0.010, 0.05, 0.028, respectivamente). Adicionalmente, los
pacientes con SSp que presentaron mayores niveles de PTH1R, tuvieron
correlacion con la actividad clinica determinada por ESSDAI (r=0.511, p=0.026).

Estos hallazgos no se detectaron en pacientes con LES.

En el andlisis in vitro, las concentraciones mas altas de PTH mantuvieron los
linfocitos B en el fenotipo Bm3-4 durante 48 horas en el cultivo, en comparacion con
los linfocitos B no estimulados que se diferenciaron al fenotipo eBm5, p=0.03. No
se observaron efectos in vitro sobre la proliferacion, la apoptosis, la produccion de

inmunoglobulinas o activacion celular.

Estos resultados permiten concluir que la expresion del receptor PTH1R podria ser
un biomarcador util en LES y un marcador de actividad en SSp. Los efectos de la
PTH sobre la modulacion de las subpoblaciones de linfocitos B sugieren un papel

potencial de la hormona en la fisiopatologia de las enfermedades autoinmunes.

Estudios in vivo, en modelos animales de autoinmunidad pudieran ayudar en el

entendimiento de la PTH sobre el sistema inmune.

PALABRAS CLAVE: Enfermedades autoinmunes, Receptor de Hormona
Paratiroidea Tipo 1, Biomarcadores, Hiperparatioridismo primario, Paratohormona,
Lupus Eritematoso Sistémico, Sindrome de Sjogren, linfocitos B.

14



ABSTRACT

The etiology and pathogenesis of Autoimmune Diseases (ADs) are multifactorial and
complex, where many factors, including genetic, epigenetic, environmental, and
hormonal, are associated to the onset and progression of these pathologies. The
role of several hormones in the development of ADs, including estrogens, prolactin
and testosterone has been widely described.

On the other hand, high levels of Parathormone (PTH) in patients with primary
hyperparathyroidism have been clinically associated with the development of some
ADs. However, the pathophysiological impact of PTH on the immune system and the
development of ADs has not been fully elucidated. The aim of this study was to
evaluate the expression of the PTH receptor (PTH1R) on B lymphocytes from
patients with primary Sjogren's syndrome (pSS) and SLE, and the effects of PTH on
B cells in vitro, to contribute to the knowledge of hormonal mechanisms as potential

triggers of autoimmunity.

Firstly, the differential expression of PTH1R on B-lymphocytes from peripheral blood
of patients with SLE (n=14), pSS (n=20) and healthy controls (HC, n=20), and the
distribution of mature B-lymphocytes subsets (Bm1-Bm5) expressing PTH1R, by
flow cytometry analysis was evaluated. Moreover, the possible correlation between
the expression of PTH1R and the clinical activity index of SLE (SLEDAI) and pSS
(ESSDAI) was analyzed.

Secondly, to determine the biological effects of PTH on B-lymphocytes, analyzes of
proliferation, apoptosis, distribution of B lymphocyte subsets, immunoglobulin
production, and activation pathways, were performed after stimulation by PTH on a

cell line of B lymphocytes (Ramos).
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The expression of PTH1R on B-lymphocytes was expressed in a higher percentage
in patients with SLE (14.5%), compared to pSS (4.6%), p=0.007; and HC (5%),
p=0.003.

Furthermore, the distribution of subsets expressing PTH1R was different between
cohorts. In patients with pSS, PTH1R expression was significantly lower in Bm1
subset (20.2%) and higher in Bm2 (30.5%) and Bm2' (8.7%), while in HC it was 39
%, 18%, 1.7%:; respectively (p=0.010, 0.05, 0.028, respectively). Moreover, patients
with pSS with high levels of PTH1R, had a correlation with the clinical activity
determined by ESSDAI (r=0.511, p=0.026). These findings were not detected in
patients with SLE.

In vitro analysis showed that higher concentrations of PTH maintained B cells in the
Bm3-4 subsets for 48 hours in cell culture, compared to unstimulated B cells that
differentiated to eBm5 subset, p=0.03. No in vitro effects on cell proliferation,

apoptosis, immunoglobulin production or activation were observed.

These results let to conclude that the expression of the PTH1R receptor could be a
useful biomarker in SLE and an activity marker in pSS. The PTH effects on the
modulation of B-lymphocyte subsets suggest a potential role to the hormone in the
pathophysiology of autoimmune diseases.

In vivo studies in animal models of autoimmunity could help in the understanding of

PTH on the immune system.

KEYWORDS: Autoimmune diseases, Type 1 Parathyroid Hormone Receptor,
Biomarkers, Primary Hyperparathyroidism, Parathormone, Systemic Lupus

Erythematosus, Sjogren’s Syndrome, B lymphocyte.
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INTRODUCCION

El sistema inmune esta conformado por érganos, células y diversas moléculas que
actuan en conjunto y de forma coordinada para responder y defender ante agentes
patégenos o moléculas reconocidas como extrafias. Sin embargo, existen
situaciones en los que esta respuesta no es efectiva o produce dafos al organismo.
En el primero de los casos, se presenta una incapacidad del sistema o de alguno
de sus componentes para responder ante patdgenos, generando un estado de
inmunodeficiencia. En el segundo caso, existe una pérdida de la capacidad de
distinguir entre lo propio y lo no propio (tolerancia), de esta manera, el sistema
inmune ataca el(los) tejido(s) generando dafio, y es la base del concepto de las

enfermedades autoinmunes (EAS) (1).

Las EAs son complejas y multifactoriales, afectan aproximadamente a un 5-7% de
la poblacién mundial desarrollada, siendo una importante causa de morbilidad y
mortalidad (2). En conjunto, representan una diversidad de enfermedades en
términos de su distribucion demogréfica y las manifestaciones clinicas, por lo que
los estudios de prevalencia e incidencia muestran datos variables en diferentes
regiones geograficas y poblaciones. Shapira Y., y col. (2) presentan una recopilacion
de datos epidemiolégicos de estudios que se han llevado a cabo en varios paises y
grupos étnicos y geograficos, donde describen la distribucion global de algunas

enfermedades autoinmunes importantes (Tabla 1).
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De manera general, y segun sus manifestaciones, las EAs pueden clasificarse como
organo especificas, en donde existe una respuesta contra un antigeno o antigenos
limitados a un 6rgano diana o un tipo de tejido especifico. Por otro lado, en las EAs
no érgano especificas o sistémicas, la respuesta inmune o los mecanismos de dafio
estan dirigidos contra antigenos distribuidos ampliamente en el cuerpo (3). En la
Tabla 2 se observan algunos ejemplos de EAs 6rgano especificas y no érgano

especificas con los autoantigenos diana conocidos (4,5).

Tabla 2. Autoantigenos en enfermedades autoinmunes 6rgano especificas y

no 6rgano especificas.

Enfermedad autoinmune Autoantigeno diana

EAs 6rgano especificas

Esclerosis Multiple Proteina basica de Mielina

Enfermedad de Graves

Receptor de la TSH

Diabetes tipo |

Insulina, GAD-65, 1A-2

Miastenia grave

Receptor de acetilcolina

EAs no 6rgan

0 especificas

dsDNA, Sm, U1RNP, Ro/SS-A,

Lupus Eritematoso Sistémico _ o
Histona, Cardiolipina, Nucleosoma

Artritis Reumatoide Factor reumatoideo, Péptido citrulinado
Ro/SS-A, La/SS-B

EAs: Enfermedades autoinmunes, TSH: Hormona estimulante de tiroides, GAD: Glutamato
decarboxilasa, dsSDNA: DNA doble cadena, Sm: Smith, ULRNP: ribonucleoproteina Ul

Sindrome de Sjogren

Dos de las EAs sistémicas mas importantes en términos de prevalencia y
compromiso tisular, son el LES y el SSp, ejemplos caracteristicos de EAs mediadas
por hiperactividad de los linfocitos B (autoanticuerpos, produccion de citoquinas,
generacion de complejos inmunes). Ambas son enfermedades cronicas y

comparten algunas manifestaciones clinicas y afecciones organicas, como fiebre,
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fatiga, fotosensibilidad, fenbmeno de Raynaud, artralgia, neuropatia periférica,
adenomegalias, entre otras, variando en ambas enfermedades las frecuencias de
presentacion (6). Tanto el LES como el SSp afectan principalmente a mujeres
(distribucion F:M, 9:1), en el caso del LES, mujeres en edad reproductiva, mientras
gue en el SSp se observa una mayor incidencia en mujeres entre los 40-60 afios.
El LES se caracteriza principalmente por la produccion de autoanticuerpos, tales
como los anti-DNA de doble cadena (anti-dsDNA) y los anti-Sm, los cuales son
especificos en el diagnéstico de la patologia (7), y la formacion y depdsito de
complejos inmunes que afectan una amplia gama de 6rganos, siendo los
compromisos renal y neuroldgico, dos de los mas graves y asociados con morbi-
mortalidad. En el SSp se presenta una disfuncién de las glandulas exocrinas,
llevando a una sequedad de las principales superficies de las mucosas,
principalmente en ojos y boca, siendo la xerostomia (sensacion de sequedad oral)
y la xeroftalmia (sequedad de la conjuntiva), factores clave en el diagnoéstico de la

enfermedad, ya que se presenta en mas del 95% de los pacientes (7,8).

El origen o la causa del desarrollo del LES y SSp no ha sido completamente
dilucidada, sin embargo, se ha establecido que la patogénesis de estas
enfermedades comprende una compleja interaccién entre varios factores,
incluyendo los factores genéticos, epigenéticos, ambientales, hormonales,
exposicion a medicamentos, y alteraciones en el sistema inmunolégico (9). Esta
compleja interaccion entre el sistema inmune y los diferentes estimulos que
influencian sus mecanismos de control se conoce como el “mosaico de la

autoinmunidad”.

Los factores genéticos establecen un estado de susceptibilidad que por si sola no
genera una patologia (exceptuando algunos casos de autoinmunidad monogénica),
gue finalmente asociada a los factores ambientales, hormonales, infecciones u otros
factores externos pueden resultar en la pérdida de la tolerancia a lo propio,

favoreciendo el desarrollo de la patologia autoinmune. Adicionalmente estos
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factores pueden ser activadores o desencadenantes de la sintomatologia como
resultados de procesos inflamatorios y de dafio tisular.

Enfocados en el papel de uno de estos componentes del llamado “mosaico de la
autoinmunidad” encontramos el efecto de diferentes hormonas. El papel de las
hormonas en el desarrollo de las EAs deriva de la interaccion entre el sistema
inmune y el neuroendocrino, conocido como el eje Neuro-Inmuno-Endocrino (10).
El Sistema Nervioso Central (SNC) puede comunicarse con el sistema inmunolégico
para modular su actividad, a través de diferentes vias: sistema nervioso autonomo,
via catecolaminérgica, neuropéptidos, y la liberacion de hormonas estimulantes
(11). Por su parte, se ha descrito que células del sistema inmune producen
numerosas hormonas, las almacenan y las secretan, y adicionalmente, cuentan con
receptores para las hormonas y vias de transduccion de sefales que sugieren un
efecto sobre estas células (12).

La funcién de varias hormonas en el sistema inmune, y sus posibles implicaciones
en el desarrollo de la autoinmunidad han sido ampliamente descritos, entre ellas el
papel de hormonas como los estrogenos (13), la prolactina (14), la leptina y las
hormonas tiroideas tienen efectos inflamatorios en la respuesta inmune (15,16). Por
otra parte, el cortisol (17), los estr6genos a bajas concentraciones, los andrégenos,
la progesterona y algunas condiciones particulares de las hormonas tiroideas,
tienen efectos moduladores antiinflamatorios (13,16). En este contexto, los efectos
de otra importante hormona, la PTH, sobre la funcién en el sistema inmune no han

sido completamente dilucidados.

La PTH es una hormona de 84 amino&cidos en su forma activa (18), es codificada
por el gen PTH que se encuentra localizado en el brazo corto del cromosoma 11y
presenta una longitud de aproximadamente 4,1kbp (19) y se encarga principalmente
de regular la homeostasis del calcio. Esta hormona es sintetizada al interior de las
glandulas paratiroides, en donde sufre dos escisiones para su activacion,
almacenamiento y posterior liberacion. La vida media sérica de la PTH activada es

de unos minutos y se elimina del suero rapidamente por el riidn y el higado (18). La
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liberacion de la PTH depende de los niveles de calcio séricos, los cuales son
censados por las células paratiroideas a través de un receptor de superficie
acoplado a proteina G, CaSR. Cuando los niveles de calcio se encuentran
disminuidos, la PTH es liberada desde las glandulas paratiroides, mientras que los

estados de hipercalcemia suprimen su liberacién (20).

La PTH aumenta los niveles del calcio en el suero a través de sus efectos sobre los
riniones, huesos e intestinos mediante la interaccién con el receptor especifico
(18,21). En el riidn la PTH induce la reabsorcion del calcio en el tibulo contorneado
distal y disminuye la reabsorcion del fosfato en el tabulo contorneado proximal.
Ademas, la PTH estimula la produccién de la enzima 1a-hidroxilasa que participa
en la sintesis de vitamina D activa que, a su vez, participa en la reabsorcion de
calcio a nivel intestinal. Por otra parte, a nivel de hueso, la PTH actua directamente
sobre los osteoblastos, aumentando la expresion de RANKL, lo cual induce la
activacion osteoclastica induciendo a su vez, la remodelacion 0sea de la matriz

extracelular, liberando calcio y fosforo (18).

Existen dos tipos de receptores para la PTH, el receptor tipo 1 y tipo 2 (PTH1R y
PTH2R, respectivamente) que difieren en su expresion y ligando especifico. El
receptor PTH2R es codificado por el gen PTH2R ubicado en el brazo largo del
cromosoma 2 (22), es expresado en el cerebro y es activado tnicamente por la PTH
(21). Por su parte, el receptor PTH1R es codificado por el gen PTH1R que se
encuentra ubicado en el brazo corto del cromosoma 3 y mide alrededor de 29kpb
(23), se expresa principalmente en huesos, rifiones y cartilagos, pero también en
otros tejidos, como el tejido vascular y ciertos 6rganos en desarrollo, y es activado
igualmente por la PTH y el péptido relacionado a PTH (PTHrP).

En un estudio en 1984 Perry H. y Col., se demostro la presencia del receptor de la
PTH (PTHR1) en los linfocitos de sangre periférica (24). Sin embargo, las acciones
descritas sobre el sistema inmunolégico son amplias y variadas, mostrando efectos
tanto estimulantes como represores, dependiendo si el estudio se realiza en

humanos o animales, o segun el tipo de estudio (in vivo, ex vivo o in vitro) (25). Las
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comorbilidades subyacentes de los pacientes estudiados también son factores

determinantes.

Clasicamente existen dos escenarios diferentes de pacientes que elevan la PTH.
Uno de ellos es la elevacibn como causa secundaria a otras patologias,
principalmente insuficiencia renal cronica (hiperparatiroidismo secundario), que,
cuando la estimulacion de la paratiroides continla de manera prolongada, puede
resultar en la formacion de un adenoma y la secrecion autbnoma de la hormona
(hiperparatiroidismo terciario). Por otro lado, se puede presentar una
hiperproduccion autbnoma de la PTH debido a un adenoma, en cuyo caso la
elevacion no esta acompafiada de otras alteraciones (hiperparatiroidismo

primario) (26).

La evidencia clinica méas relevante de los efectos inhibitorios de la PTH sobre el
sistema inmunoldgico se deriva de pacientes con hiperparatiroidismo terciario
debido a enfermedad renal en etapa terminal. Estos pacientes son mas susceptibles
a infecciones debido al desarrollo de una disfuncion inmune de causas
multifactoriales, lo que hace mas dificil la interpretacion de los resultados obtenidos
sobre los efectos de la PTH (27,28).

Por otro lado, existen reportes que muestran la coexistencia de hiperparatiroidismo
primario con condiciones inmunes relacionadas con hiperactividad de los linfocitos
B. Dentro de estas patologias se encuentran diversas enfermedades hematolégicas
como la leucemia linfoide crénica (29,30), la gammapatia monoclonal de significado
incierto (29-31), el mieloma mudltiple (32,33), y EAs como el LES (34), el SSp (35),
el sindrome antifosfolipido (36), la artritis reumatoidea (37), la enfermedad celiaca
(38,39), la enfermedad de Graves (40), la miastenia gravis (41), la polimiositis
(42,43), vasculitis sistémicas (44), y anemia-trombocitopenia, entre otros ejemplos
reportados. La mayoria de los casos reportados, soélo se refieren a la asociacion
clinica sin presentar analisis en respuesta al tratamiento del hiperparatiroidismo, sin

embargo, la remision total de la condicion hematolégica y autoinmune ha sido
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reportada en algunos casos posterior al tratamiento del hiperparatiroidismo primatrio,
mediante la reseccion de las glandulas paratiroides (35,45,46).

De esta manera, fue propuesto que altos niveles de PTH podrian alterar la funcion
normal de los linfocitos B y desencadenar el desarrollo de EAs, mediada por la
hiperactividad del linfocito B mediante dos posibles mecanismos. Por un lado,
estimulando directamente a los linfocitos T y linfocitos B a través de la interaccion
con su receptor especifico de la PTH en la superficie de estas células y, por otro
lado, de forma indirecta, la PTH podria activar las células B mediante la induccion
de IL-6 en células estromales/osteoblasticas (47).

En conjunto, lo anterior llevd a plantear en este estudio la evaluacion de los efectos
de la PTH y su receptor sobre los linfocitos B de pacientes con LES y SSp y su
potencial de biomarcador de diagnéstico. Asi mismo, con el objetivo de entender si
la PTH puede ser un disparador de autoinmunidad, se plantearon experimentos in
vitro sobre linfocitos B.
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HIPOTESIS

La PTH y la expresion de su receptor en linfocitos B pueden favorecer el desarrollo
de la autoinmunidad a través de mecanismos directos, especificamente por la

activacion de estas células.

OBJETIVO GENERAL

Determinar los efectos de la PTH y el receptor de la Paratohormona (PTH1R) como
biomarcadores de EAs (Lupus eritematoso sistémico y sindrome de Sjogren), y el
posible efecto del eje PTH-PTHR1 como desencadenante de autoinmunidad.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la expresiéon de superficie del PTH1R en los linfocitos B vy

subpoblaciones en pacientes con LES, SSp y HC.

2. Evaluar los cambios fenotipicos inducidos en las diferentes subpoblaciones de

linfocitos B luego de la estimulacién con PTH en cultivos celulares.

3. Evaluar la tasa de apoptosis y proliferacién celular en linfocitos B en respuesta a

la estimulaciéon con PTH en cultivos celulares.

4. Determinar la produccion de inmunoglobulinas en linfocitos B posterior a la

estimulacion con PTH en cultivos celulares.

5. Definir las vias de sefalizacion implicadas en la activacion de los linfocitos B

posterior a la estimulacion con la PTH en cultivos celulares.

25



MATERIALES Y METODOS

Disefio de la investigacion

Estudio observacional transversal y experimental in vitro.

Poblacion de estudio

Tamafio de muestra: Para el estudio observacional, se realiz6 inicialmente un
analisis de muestra en Open Epi (version 3), a partir de una prueba piloto, para
definir el tamafio de muestra necesario para cada cohorte, con un intervalo de
confianza del 95%, potencia de 80 y una proporcion 1:1, obteniendo un tamafio de
muestra de 15 para la cohorte de LES y 8 para la cohorte de SSp.

Criterios de inclusion: Fueron incluidos pacientes con LES segun los Criterios de
clasificacion de 2012 para el lupus eritematoso sistémico (SLICC) (48), pacientes
que cumplieron con la clasificacion para el sindrome de Sjogren primario del
“American College of Rheumatology / European League Against Rheumatism” de
2016 (8) e individuos como controles sanos (HC) sin evidencia de enfermedad

autoinmune.

Criterios de exclusion: Participantes que luego de la invitacion, declinaran la firma
del consentimiento informado. Asimismo, los participantes que, al momento de
realizar el analisis celular por Citometria de Flujo, no contaron con el namero
suficiente de linfocitos B (al menos 5x10%) fueron excluidos del estudio, sin embargo,
no se tuvo en cuenta algun tratamiento en particular como criterio de exclusion.

Adicionalmente pacientes que, por historial clinico y estudios de laboratorio,
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presentaron diagnostico de Insuficiencia Renal Cronica tampoco fueron incluidos en

este estudio.

Los pacientes fueron valorados y reclutados en la Unidad de Reumatologia de la
Fundacién Valle del Lili, un hospital de referencia regional en Cali, Colombia, bajo
un muestreo no probabilistico por conveniencia. Para todos los grupos se incluyeron
individuos mayores de 18 afios que aceptaron participar voluntariamente en el

estudio y firmaron el consentimiento informado.

En los pacientes con LES y SSp, se registraron las manifestaciones clinicas
presentes al momento de la toma de la muestra para determinar el indice de
actividad con base en las escalas SLEDAI (Systemic Lupus Erythematosus Disease
Activity Index) (49) y ESSDAI (EULAR Sjogren's Syndrome Disease Activity Index)
(50), respectivamente. Ambos son modelos que, por medio de asignaciones de
puntos a signos, sintomas o variables de laboratorio, permiten evaluar de manera
estandarizada la actividad de la enfermedad y representan consensos de grupos de

expertos en el campo de la investigacién de cada enfermedad.

En el estudio experimental in vitro se trabajé con la linea celular de linfocitos B
Ramos (RA1), aislada de un linfoma de Burkitt (estadounidense) de un paciente
masculino de 3 afos, obtenida de ATCC ® (Manassas, VA, USA).

Aspectos éticos

El presente estudio se clasific6 como investigacion de riesgo minimo y se rigié por
los principios y normativas nacionales e internacionales, entre otros, la Resolucion
2378, Resolucion 8430, Declaracion de Helsinki, Reporte de Belmont y la
Declaracion Universal de los Derechos humanos. Fue aprobado por el Comité de
Etica Institucional de la Fundacion Valle del Lili mediante el protocolo nimero 996 y

por el Comité de Etica de Investigacion Humana de la Universidad Icesi por las actas
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N°158 y N°314. Durante el reclutamiento, se explicé el estudio y sus objetivos de
manera detallada y comprensible a cada participante y todos aquellos que
expresaron haber entendido el estudio y que aceptaron participar voluntariamente
en el estudio, firmaron el consentimiento informado aprobado previamente por los

Comités de Etica.

Células y lineas celulares

Obtencion de células mononucleares de sangre periférica. Se recolectaron
muestras de sangre anticoagulada con EDTAK:2 obtenidas de los participantes por
puncion venosa en sistema de vacio, y se aislaron células mononucleares de sangre
periférica humana (MNSP) mediante centrifugacion en gradiente de densidad Ficoll-
1077 (Sigma-Aldrich Co. LLC, Histopaque®-1077; densidad 1.077 g/mL).

Crecimiento y mantenimiento de lineas celulares. La linea celular de linfocitos B
Ramos (RA 1), fue cultivada en medio de cultivo RPMI-1640 al 10% de Suero Fetal
Bovino (SBF por sus siglas en inglés) inactivado por calor y 1% de penicilina (100
U/mL) y estreptomicina (100 pg/mL), denominado a partir de ahora medio RPMI
1060 completo, e incubado a 37°C y 5% COz2. Se realiz la renovacion de medio,
dia de por medio, manteniendo una densidad celular de 1x10° células por mL. Se
usaron las lineas celulares hasta maximo el pase 10 posterior a la descongelacion

para todos los experimentos.

Condiciones de estimulacién in vitro

Los linfocitos B de la linea celular, fueron sembrados en medio RPMI 1060 completo
en placas de 24 pozos a una concentracion de 2x10° células/pozo suspendidas en

500 pL. Posteriormente se agregaron los estimulos CpG (ODN 2006, MACS Miltenyi
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Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) a una concentracion previamente reportada
como estimulo de activacion de Linfocitos B de la linea celular Ramos (51), y PTH
humana (Sigma-Aldrich Co, St. Louis, USA), teniendo en cuenta como punto de
partida los niveles alcanzados en un estado de hiperparatiroidismo primario (52).
Las estimulaciones se emplearon como se muestra a continuacion, el Buffer Fosfato

Salino (PBS por sus siglas en inglés) fue utilizado como control negativo de

estimulacion:

-Tratamiento A 5 puL PBS 1x

-Tratamiento B CpG 0.1 uM

-Tratamiento C CpG 0.1 uM + PTH 0.5 ng/pL
-Tratamiento D CpG 0.1 uM + PTH 2 ng/uL
-Tratamiento E CpG 0.1 uM + PTH 8 ng/uL

Las células fueron incubadas a 37°C en una atmosfera de 5% de CO:2 durante 48
horas, o0 24, 48, 72 y 96 horas para evaluacion de proliferacion celular, o 4 horas
para la evaluacion de la activacién celular. Transcurrido este tiempo, las células

fueron recolectadas para su analisis, y el sobrenadante fue almacenado a -80°C.

Citometria de flujo

Expresion del PTH1R en linfocitos B y subpoblaciones. Diversas formas de
clasificar a los linfocitos B de sangre periférica han sido utilizados partiendo de
marcadores de superficie como CD19, CD20, IgD, CD27, CD38 y CD24, entre otros
(53). Para este trabajo, se decidio evaluar el fenotipo de los linfocitos B periféricos,
segun la clasificacion sugerida por Pascual y col. (54) y Bohnhorst y Col. (55), donde
se caracterizan seis subpoblaciones de linfocitos B en sangre periférica por medio

de citometria de flujo, teniendo en cuenta la expresion de los marcadores de

29



superficie IgD y CD38: IgD*CD38" (Bm1, células virgenes), IgD*CD38* (Bmz2,
células fundadoras del centro germinal), IgD*CD38H (Bm2', células fundadoras del
centro germinal), IgD"CD38" (Bm3-4, células del centro germinal), IgD-CD38*
(eBmb5, early Bmb5: células de memoria temprana) e IgD"CD38" (Bmb5, células de

memoria) (Figura 1E).

Teniendo en cuenta lo anterior, para la medicion del PTH1R en los linfocitos B de
sangre periférica y la distribucion de las subpoblaciones, los MNSP humanos recién
aislados fueron incubados con 5 pL del anticuerpo primario anti-PTH1R humano al
5% (anticuerpo de conejo, Sigma-Aldrich®, Darmstadt, Germany) durante 20
minutos a temperatura ambiente. Las células fueron lavadas una vez con PBS 1xy
luego se incubaron durante 20 minutos a temperatura ambiente y protegidos de la
luz, con 5 pL de los anticuerpos anti-CD19 (conjugado con APC-A700, J3119;
Beckman Coulter Inc., Brea, CA, USA), anti-CD38 (conjugado con PECy7, LS198-
4-3; Beckman Coulter Inc., Brea, CA, USA), anti-anticuerpo de conejo al 10% (anti-
IgG (H+L) conjugado con PE, Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) y 10 pyL de anti-lgD (conjugado con FITC, 1gD26; MACS Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach, Germany). Posterior a la incubacién, se realiz6 un lavado, se
suspendieron las células en PBS 1x y los datos fueron colectados en el citbmetro
Cytoflex S V4-B2-Y4-R3 (Beckman Coulter, Inc., Brea, CA, USA) y analizados
usando el software CytExpert siguiendo la estrategia de analisis mostrada en la
Figura 1.
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Figura 1. Estrategia de analisis de expresion del PTH1R en linfocitos B vy

subpoblaciones

A. All events B. Singletes C. Linfocitos
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— Y LB CD19* PTHIR® iy & S eBm5 Bm2
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Estrategia de analisis A. Seleccion de células individuales usando el parametro de tamafio
medido en area (A, eje x) y altura (H, eje y) B. Distincién de linfocitos basado en
caracteristicas de tamafio y complejidad C. Seleccion de linfocitos B basado en la expresion
del marcador CD19 por fluorescencia D. Seleccion de linfocitos B que expresan el receptor
PTH1R por deteccién de fluorescencia E. Distribucion de subpoblaciones de linfocitos B
(Bm1-Bmb5) que expresan el receptor, basado en los marcadores de superficie IgD (eje x) y
CD38 (eje y) por fluorescencia.

Subpoblaciones en linea celular. Posterior a la incubacién de las células con los
estimulos en las diferentes condiciones, se recolectaron las células de cada
condicion y fueron incubadas durante 20 minutos a temperatura ambiente vy
protegidos de la luz, con 5 pL del anticuerpo anti-CD38 (conjugado con PECy7,
LS198-4-3; Beckman Coulter Inc., Brea, CA, USA), 10 uL de anti-lgD (conjugado
con FITC, IgD26; MACS Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany), y 20 pL del
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marcador de viabilidad 7AAD (Beckman Coulter Company, Marseille, France).
Posterior a la incubacién, se suspendieron las células en PBS 1x y los datos fueron
colectados en el citdmetro Cytoflex S V4-B2-Y4-R3 (Beckman Coulter, Inc., Brea,
CA, USA) y analizados usando el software CytExpert siguiendo la estrategia de

andlisis mostrada en la Figura 2.

Figura 2. Estrategia de anélisis de subpoblaciones en linea celular Ramos

(RAL)
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Estrategia de analisis. A. Seleccion de células individuales usando el pardmetro de tamafio
medido en area (A, eje x) y altura (H, eje y) B. Seleccién de poblacion de células de la linea
celular Ramos basado en caracteristicas de tamafio y complejidad C. Exclusion de células
muertas mediante seleccion negativa de poblacion viva, las células muertas corresponden
a aquellas en las que el 7AAD es detectable por fluorescencia D. Distribucion de
subpoblaciones de linfocitos B (Bm1-Bmb5), basado en los marcadores de superficie IgD
(eje x) y CD38 (eje y) por fluorescencia.
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Ensayo de apoptosis en linea celular. Posterior a la incubacion de las células con
los estimulos en las diferentes condiciones, se recolectaron las células de cada pozo
y se realizo la tincion con loduro de Propidio (Pl por sus siglas en inglés) y con
Anexina V conjugada con FITC utilizando el kit APOAF (Sigma-Aldrich Co, St. Louis,
USA). Brevemente las células fueron suspendidas en buffer de unién 1x e incubadas
con 5 puL de Anexina V-FITC y 10 pL de PI durante 10 minutos a temperatura
ambiente y protegidos de la luz, e inmediatamente después, se realizo la lectura por
citometria de flujo en el equipo Cytoflex S V4-B2-Y4-R3 (Beckman Coulter, Inc.,
Brea, CA, USA) y se separaron las células en un gréfico DotPlot distinguiendo

células vivas, apoptéticas tempranas y muertas como se muestra en la Figura 3.

Figura 3. Estrategia de analisis de apoptosis en linea celular Ramos (RA1)
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Estrategia de analisis. A. Seleccion de células individuales usando el parametro de tamafio
medido en area (A, eje X) y altura (H, eje y) B. Seleccién de poblacion de células de la linea
celular Ramos basado en caracteristicas de tamafio y complejidad D. Distincién de células
vivas (AnexinaV'PI), en apoptosis temprana (AnexinaV*PI) o tardia (AnexinaV*PI*) por
deteccion de Anexina V' y Pl por fluorescencia

Proliferacion celular en linea celular. A partir de los linfocitos B de la linea celular
Ramos (RA1), se realiz6 un recuento celular en camara de Neubauer con azul de
Tripan al 0.4% y se dispuso un minimo de 1x108 células y un maximo de 1x10’
células en tubos Falcon de 50 mL segun disefio experimental requerido. Las células

fueron lavadas dos veces y suspendidas en 500 pL de PBS 1x, posteriormente se
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adicion6 500 pL de una solucion de trabajo de CFSE a una concentracion de 0.125
KM para una concentracion final de 0.062 pM. La incubacion se realiz6 en oscuridad,
a temperatura ambiente durante 5 minutos y se detuvo la reaccién adicionando 1
mL de SBF durante 1 minuto a 4°C. Finalmente, se realizo un lavado con 10 mL de
PBS 1x frio y se suspendieron las células con medio RPMI 1060 completo a la
concentracion deseada para la estimulacion. Las células fueron recolectadas a las
24, 48, 72 y 96 horas; e incubadas con 20 pL de 7AAD (Beckman Coulter Company,
Marseille, France) durante 20 minutos para descartar células muertas del analisis
de proliferacion. Los datos fueron colectados en el citometro Cytoflex S V4-B2-Y4-
R3 (© Beckman Instruments, Inc.) y analizados usando el software FlowJo™v10.6.1
(BD Life Sciences).

Cuantificacion de inmunoglobulinas (ELISA)

A partir de los sobrenadantes colectados posterior a la incubacién de las células con
los estimulos en las diferentes condiciones, se realiz6 la medicion de las
inmunoglobulinas mediante ELISA usando kits disponibles comercialmente
especificos para deteccion de IgG e IgM humano (abl195215 y ab214568,
respectivamente; Abcam, USA), siguiendo las indicaciones del fabricante. La
concentracion de las inmunoglobulinas se calcul6 con la ecuacion de regresion

lineal obtenida con soluciones estandar.

Deteccidn de proteinas fosforiladas (Inmunoblot)

Para la deteccion de proteinas fosforiladas que hacen parte de la via de sefializacion
de activacion del linfocito B, se realizd la técnica de inmunoblot. Inicialmente, se

obtuvo un lisado de proteinas, a partir de 1x10° células posterior a la incubacién con
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los estimulos en las diferentes condiciones durante 4 horas. Las células fueron
incubadas con Buffer Pierce™ RIPA (Thermo Scientific, Rockford, USA), inhibidores
de proteasas (Halt™78429, Thermo Scientific, Rockford, USA) e inhibidores de
fosfatasas (Halt™78426, Thermo Scientific, Rockford, USA), siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Los lisados fueron cuantificados por el método de
acido bicinconinico (BCA) mediante el uso de un kit comercial (BCA1 AND B9643,
Sigma-Aldrich Co, St. Louis, USA) siguiendo el protocolo para cuantificacion en
placas de 96 pozos. Los lisados fueron liofilizados y reconstituidos a una

concentracion final de 1 pg/uL para los siguientes pasos.

Las proteinas fueron separadas, segun su peso, por electroforesis SDS-PAGE en
gel de 7.5% poliacrilamida a partir de 20 ug de lisado proteico. La migracién se
realiz6 a 80V durante 120 minutos. Se realiz6 una transferencia en humedo por
medio del sistema Mini Trans-Blot® (Bio-Rad Laboratories, Inc. California) con
membrana PVDF a 4°C y 270mA por 70 minutos. Posteriormente, se incuboé la
membrana con el reactivo comercial EveryBlot Blocking Buffer (Bio-Rad
Laboratories, Inc. Japan) durante 5 minutos en agitacion constante para el bloqueo.
Para la deteccion, se incubaron las membranas durante 18 horas a 4°C en agitacion
constante con anticuerpos primarios de conejo (Tabla 3) y luego, se incubaron con
el anticuerpo secundario anti-anticuerpo de conejo IgG asociado a HRP (dilucién
1:3000, policlonal, Cell Signaling Technology ®, Massacusetts, USA) durante una
hora a temperatura ambiente y en agitacién constante. El revelado se realizd por
quimioluminiscencia con el kit comercial Clarity™ Western ECL Substrate (#170-
5060, Bio-Rad Laboratories, Inc. USA) y la deteccidn se realizd en el equipo

Amsersham Imager 600 (GE Life Sciences, Buckinghamshire, UK).
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Tabla 3. Anticuerpos primarios para deteccion de proteinas en Inmunoblot

Referencia | Especificidad de anticuerpo | Peso molecular (kDa) | Dilucién
#27322 Lyn 56 1:500
#27312 Phospho-Lyn (Tyr507) 53,56 1:250
#24572 B-actina (D6AS8) 45 1:2000

a Cell Signaling Technology ®, Massacusetts, USA

Analisis estadistico

En el estudio observacional, se utilizé la prueba de Shapiro-Wilk para evaluar
distribucién de normalidad, Kruskal-Wallis para comparaciones entre grupos y la
prueba de Spearman para las correlaciones entre variables cuantitativas. En el
estudio experimental, el analisis de la relacién de las variables se realizé con
ANOVA de uno o dos factores y las comparaciones multiples de Dunnett y Tukey
respectivamente, segun las necesidades. Los valores de p < 0.05 se consideraron
significativos. Para el andlisis de los resultados se uso el programa GraphPad Prism
9 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
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RESULTADOS

Caracterizacion de participantes

En este trabajo se incluyeron un total de 54 casos, de los cuales 14 tenian
diagnéstico de LES (14, 100% eran mujeres, mediana de edad 30 afios IQR 33), 20
tenian diagnéstico de SSp (17, 85% mujeres; 66 afios IQR 16) y 20 fueron HC (17,
85% mujeres; 28 afos IQR 5).

Expresion del PTH1R en linfocitos B y subpoblaciones

La expresion de PTH1R fue medida por citometria de flujo, teniendo en cuenta el
porcentaje de linfocitos B que expresaron el receptor (Figura 1D). Un mayor
porcentaje de linfocitos B de pacientes con LES expresaron el receptor PTH1R
(14.5%, IQR 16.2) en comparacion con HC (5.0%, IQR 3.1) (p = 0.003) y SSp (4.6%
IQR 9.3) (p= 0.007) (Figura 4). A pesar de lo anterior, es importante destacar que
algunos pacientes con SSp mostraron niveles de expresion de PTH1R tan altos
como los pacientes con LES (n= 6, 10.3 — 18.7%) (Figura 4, recuadro punteado),
y esta elevada expresion se correlacioné de manera significativa con el indice de
actividad de la enfermedad del Sindrome de Sjégren del EULAR (ESSDAI, por sus
siglas en inglés) (mediana 3 IQR 6, r= 0.490, p= 0.028); ocurrié lo contrario en el
LES, donde la expresién de PTH1R no se correlacion6 con el indice de actividad de
la enfermedad LES (SLEDAI, por sus siglas en inglés)-2K (mediana 2 IQR 8, r= -
0.123, p= 0.676).

Debido a que la edad de presentacion del LES y el SSp es diferente, se realizaron

analisis para determinar si esta variable pudiera influir en la diferencia de expresion
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del PTH1R en los linfocitos B. De esta forma se comparé la edad entre grupos: valor
de p-global=0.000, HC vs LES: p= 1, HC vs SSp: p=0.000, LES vs SSp: p=0.009,
sin embargo, esta diferencia no se correlacion6 con la expresion de PTH1R entre

los grupos (Rho de Spearman: r: -0.43; p= 0.756).

Figura 4. Expresion de PTH1R en Linfocitos B
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Expresion de PTH1R en linfocitos B. Medido como el porcentaje (%) de células que
expresaron el receptor por citometria de flujo en HC y pacientes con LES y SSp. El recuadro
punteado enfatiza los pacientes de SSp con porcentajes elevados de células que expresan
PTH1R. En el recuadro inferior, se muestran las medidas de mediana y Rango
Intercuartilico (IQR) para la expresién en cada una de las cohortes. La comparacion fue
realizada por Kruskal-Wallis y se consideraron valores de p<0.05 como significativos.

Al realizar el analisis de las subpoblaciones de linfocitos B, estas no mostraron
diferencias en su distribucion cuando se compararon entre SSp y LES con HC
(Anexo 1). Sin embargo, la distribucién de estas subpoblaciones de linfocitos B que
expresaron el receptor de PTH1R mostré una diferencia en pacientes con SSp en
comparacion con HC (Figura 5). La distribucion de Bm1 que expresa PTHI1R fue
significativamente menor en SSp (20.2%) y LES (19.6%) que en HC (39%) (p=0.003
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y p= 0.018, respectivamente), mientras que Bm2 (30.5%) y Bm2' (8.7%) fueron
mayores en SSp en comparacion con HC (18%: p= 0.045 y 1.7%: p= 0.009,
respectivamente). La distribucion de Bm3-4 (0.4, 0.5, 0.2%), eBm5 (6.4, 7.3, 6.1%)
y Bm5 (31.5, 35.8, 21.2%) que expresaron PTH1R fueron similares entre HC, LES
y SSp, respectivamente (Figura 5).

Figura 5. Distribucién de subpoblaciones de linfocitos B PTH1R*
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Subpoblaciones de linfocitos B que expresan PTH1R

Distribucion fenotipica de linfocitos B que expresan PTH1R. Medido como el porcentaje (%)
de células presente en cada fenotipo (Bm1-Bm5) determinado por citometria de flujo a partir
de la expresion de los marcadores de superficie IgD y CD38, en controles, LES y SSp. La
comparacion fue realizada por Kruskal-Wallis y se consideraron valores de p<0.05 como
significativos.

Efecto de la estimulacion con PTH sobre la distribucion de las subpoblaciones
en linfocitos B

En primer lugar, se caracterizé la expresion del receptor PTH1R en los linfocitos B

de la linea celular Ramos (RA1), obteniendo que estas células expresaban el
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receptor en un 46.96% (Anexo 2a). Adicionalmente, el fenotipo de los linfocitos B
de esta linea celular fue identificado, teniendo en cuenta la expresion de los
marcadores de superficie IgD y CD38 (Figura 2D), mostrando una distribucion

predominante de Bm3-4 (Anexo 2b), correspondiente a células del centro germinal.

Posteriormente, se evalu6é mediante citometria de flujo si la PTH ejercia algun efecto
en el fenotipo de estas células. Luego de 48 horas de ser estimuladas como se
describié previamente, se observdé que, bajo estimulaciones de la PTH a
concentraciones mas altas, en forma sinérgica con CpG, las células B mantuvieron
el fenotipo Bm3-4 (93.4% + 2.3 para la concentracion mas elevada de PTH vs 77.3%
*+ 6.4 en las células sin estimulo, p=0.03), en comparacion con las células B no
estimuladas que se diferenciaron al fenotipo eBm5 (6.0% *= 2.2 para la
concentracion més elevada de PTH vs 22.7% * 6.4 en las células sin estimulo,
p=0.03) (Figura 6ay 6b).

Figura 6. Cambios fenotipicos de los linfocitos B estimulados con PTH.

a.
. p=003

_. 1009 ! : Bl Tratamiento A
\O -
< . [ Tratamiento B
T ] .
S . = Tratamiento C
S 50_: Tratamiento D
C i .
0 . Bl Tratamiento E
3 §
) .
(@) -
a §

0_

eBmbS
Subpoblaciones Linf. B

Linfocitos B de linea celular Ramos cultivadas por 48 horas con tratamiento A (sin estimulo),
tratamiento B (CpG 0.1 pM), tratamiento C (CpG 0.1 pM + PTH 0.5 ng/mL), tratamiento D
(CpG 0.1 pM + PTH 2 ng/mL) y tratamiento E (CpG 0.1 uM + PTH 8 ng/mL). Los andlisis
estadisticos incluyeron 3 réplicas experimentales y Bm3-4 y eBm5 como Unicos factores
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analizados, se aplicoé la prueba de ANOVA de dos factores y comparacion mdltiple de

Dunnett, se tomaron en cuenta valores significativos de p<0.05
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Representacién citometria. Linfocitos B de linea celular Ramos cultivadas por 48 horas, sin
estimulo (A), estimuladas con CpG 0.1 uM (B), CpG 0.1 uM + PTH 0.5 ng/mL (C), CpG 0.1
UM + PTH 2 ng/mL (D) y CpG 0.1 uM + PTH 8 ng/mL (E). La imagen es representativa de

los resultados de 3 de 5 réplicas

Efecto de la estimulacion con PTH en la sobrevida de los linfocitos B

Los linfocitos B de la linea celular Ramos (RA1) fueron incubados con dosis

crecientes de PTH durante 48 horas y se detecto la apoptosis mediante citometria

de flujo usando la tincion de AnexinaV-FITC/PI. EIl porcentaje de células viables
(81.0% + 14.7), en apoptosis temprana (5.3% = 4,6) y tardia (13.4% + 16.0), fue
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similar tanto en las células sin estimular como en las estimuladas con PTH (Figura
7).

Figura 7. Sobrevida de los linfocitos B estimulados con PTH
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Linfocitos B de linea celular Ramos cultivadas y estimuladas con tratamiento A (Sin
estimulo), tratamiento B (CpG 0.1 uM), tratamiento C (CpG 0.1 uM + PTH 0.5 ng/mL),
tratamiento D (CpG 0.1 uM + PTH 2 ng/mL) y tratamiento E (CpG 0.1 uM + PTH 8 ng/mL)
durante 48 horas. Los histogramas representan el promedio obtenido de 5 réplicas
experimentales. Se aplicé la prueba de ANOVA de dos factores y comparacion maltiple de
Dunnett, se tomaron en cuenta valores significativos de p<0.05

Efecto de la estimulacion con PTH en la proliferacion de los linfocitos B

Posterior a la incubacion de los linfocitos B de la linea celular Ramos (RA1) con
dosis crecientes de PTH, se evalué la proliferacion celular por medio de la
determinacion de CFSE por citometria de flujo. La proliferacion fue calculada como
una ratio entre la intensidad media de fluorescencia (IMF) obtenida en el tiempo 2
sobre la IMF del tiempo 1. No se observaron diferencias en las ratios de proliferacion

en ninguna de las condiciones evaluadas (Figura 8).
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Figura 8. Proliferacién celular de linfocitos B estimulados con PTH.
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Linfocitos B de linea celular Ramos cultivadas y estimuladas con tratamiento A (Sin
estimulo), tratamiento B (CpG 0.1 uM), tratamiento C (CpG 0.1 uM + PTH 0.5 ng/mL),
tratamiento D (CpG 0.1 yM + PTH 2 ng/mL) y tratamiento E (CpG 0.1 uM + PTH 8 ng/mL),
alas 24, 48, 72 y 96 horas. Los histogramas representan la proporcion de la IMF del CFSE
leida en el tiempo 2 sobre el tiempo 1, donde T2 corresponde al tiempo inmediatamente
mayor en donde se realizd la lectura. Los datos son representativos de 5 réplicas
experimentales. Se aplicé la prueba de ANOVA de dos factores y comparacion maltiple de
Dunnett, se tomaron en cuenta valores significativos de p<0.05

Efecto de la estimulacion con PTH en la produccién de inmunoglobulinas

Se realizé la cuantificacién, mediante ELISA, de las inmunoglobulinas liberadas en
el sobrenadante de los cultivos celulares de la linea celular Ramos (RA1)
estimulados con dosis crecientes de PTH. Al ser una linea celular productora de
IgM, no se detectaron niveles de IgG en el rango de deteccion de la prueba (0.23
ng/ml - 15 ng/ml). La concentraciéon de IgM fue similar en el sobrenadante de las
células sin estimular (10365 pg/mL + 1792) como en las estimuladas con PTH
(10468 pg/mL £ 2681, en promedio) (Figura 9).
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Figura 9. Cuantificacion de IgM en sobrenadante de cultivo celular de
linfocitos B estimulados con PTH
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Cuantificacion por ELISA de los niveles de IgM en sobrenadante de cultivo celular de linea
celular Ramos estimuladas con tratamiento A (Sin estimulo), tratamiento B (CpG 0.1 uM),
tratamiento C (CpG 0.1 uM + PTH 0.5 ng/mL), tratamiento D (CpG 0.1 uM + PTH 2 ng/mL)
y tratamiento E (CpG 0.1 puM + PTH 8 ng/mL) durante 48 horas. Los datos son
representativos de 5 réplicas experimentales. se aplicé la prueba de ANOVA de un factor y
comparacion multiple de Turkey, se tomaron en cuenta valores significativos de p<0.05

Efecto de la estimulacién con PTH en la activacion intracelular del linfocito B

Para determinar el efecto de la PTH en la activacion del linfocito B, se analizaron
los cambios en la fosforilacion de Lyn, una proteina tirosina quinasa clave en la via
de sefializacién temprana del linfocito B, mediante Inmunoblot. Como se observa en
la Figura 10, posterior a la estimulacion con PTH, no hubo cambios significativos
en la fosforilacién del residuo de tirosina 507 de Lyn en las células B de la linea
celular Ramos (RA1) (Figura 10a y 10b). Sin embargo, es importante rescatar que
en una de las réplicas experimentales se observd una disminucion evidente en la
fosforilaciéon de Lyn que no fue posible concluir en los siguientes experimentos
(Anexo 3).
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Figura 10. Efectos de la PTH en la sefializacién intracelular en linfocitos B de
la linea celular Ramos (RA1)
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la prueba de ANOVA de un factor y comparacién multiple de Turkey (b)
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DISCUSION

Las EAs son complejas y su origen multifactorial implica un mayor reto para el
diagnéstico y el entendimiento de su fisiopatologia. La interaccion coordinada entre
multiples sistemas permite mantener un equilibrio en el organismo, entre los
mecanismos reguladores de la autorreactividad fisiologica y el desarrollo de la
patologia autoinmune. Existen diversos factores involucrados en el “mosaico de la
autoinmunidad” que establecen en conjunto escenarios de susceptibilidad, pérdida

de la tolerancia hacia lo propio y finalmente el desarrollo de patologia autoinmunes
(9).

Numerosos estudios, tanto a nivel clinico como experimental, se han desarrollado
con el fin de elucidar las causas, mecanismos patogénicos y proponer modelos de
varias enfermedades autoinmunes, sin embargo, existen aun muchas incégnitas por
resolver(56,57).

Con base en observaciones clinicas, se consideré la posibilidad de que la PTH
estuviera relacionada con el desarrollo de EAs y se evalué inicialmente la expresion
del receptor PTH1R en los linfocitos B de pacientes con LES y SSp comparados
con HC. Se encontr6 que en LES existe un marcado incremento de linfocitos B que
expresan el receptor PTH1R en comparacion con los HC y que, en pacientes con
SSp los niveles elevados estan correlacionados con una mayor actividad de la
enfermedad. Previamente, en 1984, Perry y col., describieron la presencia del
receptor PTH1R en linfocitos humanos circulantes (24). Sin embargo, los niveles de
expresion del receptor en los linfocitos B no habian sido caracterizados hasta el
momento. Los hallazgos de este trabajo establecen una linea base de expresion de
PTH1R en linfocitos B de HC y sugieren que, cuando se expresa en niveles altos,
podria ser un biomarcador util en LES y un marcador de actividad de la enfermedad

en SSp.
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Las células del sistema inmune cuentan con receptores descritos para la mayoria
de las hormonas, entre los cuales se pueden encontrar receptores intracelulares
como los receptores de glucocorticoides o estrogenos, receptores de la familia de
citoquinas clase | como el receptor de la hormona de crecimiento, receptor de
prolactina y de Leptina, o receptores acoplados a proteina G como los receptores
adrenérgicos (12). Varios de los efectos de la interaccion de las hormonas y los
receptores sobre las células del sistema inmune han sido bien caracterizadas. Un
ejemplo de esto es la prolactina. Esta hormona activa vias de sefalizacion en
células inmunes por medio de la unibn a su receptor, y actta como un
inmunoestimulante, incrementando la secrecion de citoquinas y quimioquinas por
parte de los macréfagos, la presentacion antigénica de las células dendriticas, la
proliferacion de los linfocitos T y linfocitos B, entre otras (58). Los receptores de
prolactina se han encontrado expresados en células B en médula ésea, resaltando
su influencia en el desarrollo del linfocito B (59). Se ha observado, ademas, que la
prolactina puede inhibir la seleccion negativa de linfocitos B autorreactivos y niveles
elevados de esta hormona han sido relacionados con el desarrollo de EAs,
incluyendo LES y SSp (58). Otras hormonas sexuales como los estrégenos han sido
relacionados con la susceptibilidad al desarrollo de enfermedades autoinmunes y
se les atribuye la causa de la alta prevalencia en mujeres en comparacion con los
hombres (60). Los estrogenos tienen funciones tanto en el potenciamiento como en
la inhibicibn de las reacciones inmunes, esta variacion funcional es dosis
dependiente, las concentraciones fisioldgicas o concentraciones bajas son
proinflamatorias, mientras que altas concentraciones son antiinflamatorias (60). Los
estrogenos pueden modular la activacién de los linfocitos y se ha propuesto que un
incremento de esta hormona puede causar una desregulacion de la expresion del
gen AIRE, desencadenando patologia autoinmune mediada por linfocitos T como
principal mecanismo patogénico (61), sin embargo, se ha descrito recientemente el
impacto de la deficiencia del gen AIRE en la generacion de linfocitos B

autorreactivos y la produccion de autoanticuerpos (62).
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Teniendo en cuenta lo anterior, una mayor expresion del receptor PTH1R en los
linfocitos B podria afectar la activacion y seleccion de dichas células, convirtiéndose
eventualmente en un posible factor de riesgo para el desarrollo de autoinmunidad.
Este factor de riesgo que, al acompafiarse de algun factor desencadenante, como
una condicion patologica en la que la hormona PTH se eleva considerablemente,
como en el caso del hiperparatiroidismo primario, puede desencadenar la pérdida
de la tolerancia hacia lo propio y el desarrollo de patologia autoinmune. Sin

embargo, mas estudios deben ser realizados para establecer esta asociacion.

Los linfocitos B juegan un papel importante en el desarrollo de las EAs,
especialmente el LES y el SSp, en donde estados de hiperactividad celular son
caracteristicos (63). Diversos marcadores han sido descritos para caracterizar y
clasificar los diferentes estadios de maduracion y del desarrollo del linfocito B en
busqueda de la caracterizacion de fenotipos de poblaciones definidas, la
descripcion de su importancia funcional y asociacion con algunas patologias (64).
De manera global, los linfocitos B inician su generacién u ontogenia en la médula
O0sea donde pasan por diferentes estadios de maduracion, migran de la medula 6sea
como linfocitos B inmaduros y posteriormente en linfocitos B transicionales en
sangre periférica. Finalmente, terminan su proceso de maduracion en el Bazo en
donde se diferencian en linfocitos B de Zona Marginal o Linfocitos B foliculares.
Estos dltimos, migran a los foliculos linfoides en donde, al encontrarse con los
antigenos a los que son especificos, inician una reaccion de centro germinal que
culmina en la diferenciacion hacia células de memoria o células plasmaticas de larga
vida que migran nuevamente a la médula ésea donde cuentan con un nicho que les
facilita las sefiales de sobrevida necesarias y son las encargadas de liberar

anticuerpos durante un periodo prolongado de tiempo (1).

El uso de marcadores de superficie como CD19, CD20, IgD, CD27, CD38 y CD24,
permite diferenciar linfocitos B desde el punto de vista del desarrollo, caracterizando

las células B principales en sangre periférica (linfocitos B transicionales, linfocitos B
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virgenes, linfocitos B de memoria, linfocitos B reguladores, células plasméticas)
(53). Pascual y col., propusieron una clasificacion de los linfocitos B maduros,
basado en la activacion en el centro germinal, proponiendo la clasificacion de 7
subpoblaciones basadas en la expresion de los marcadores de superficie IgD y
CD38 (Figura 11) (54).

Estas poblaciones han sido detectadas en sangre periférica, lo que sugiere que
células que estan en proceso de maduracion en érganos linfoides secundarios
pueden escapar del centro germinal hacia la circulacion. La distribucion de estas
células en sangre periférica ha sido descrita en pacientes con SSp, observando un
incremento en las subpoblaciones Bm2 y Bm2’ y una disminucion de Bm5 y eBm5,
estas alteraciones son especificas de pacientes con Sindrome de Sjégren cuando
se han comparado con controles u otros pacientes con autoinmunidad como artritis
y LES, y se ha propuesto como una herramienta diagndstica de la enfermedad
(55,65).

Figura 11. Representacion del linfocito B en el centro germinal
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Representacion de la distribucion de los linfocitos B maduros en el centro germinal, segin
la expresion de los marcadores de superficie IgD y CD38. IgD*CD38 (Bml, células
virgenes), IgD*CD38* (Bm2, células fundadoras del centro germinal), IgD*CD38" (Bm2,
células fundadoras del centro germinal), IgD-CD38" (Bm3-4, células del centro germinal),
IgD'CD38" (eBmb5, células de memoria temprana) e IgD-CD38" (Bmb5, células de memoria).
Tomado y modificado de G Tobdn y Col., / Autoimmune Dis. (2013) (66).

Ahora bien, teniendo en cuenta la clasificacion propuesta por Pascual y Col., y los
informes previos que sugieren una mayor distribucion de las subpoblaciones Bm2 y
Bm2’ como caracteristica de diagndstico en pacientes con SSp, se evalud las
distribuciones de las subpoblaciones caracterizadas por la expresion de los
marcadores de superficie CD38 e IgD (Bml1-Bm5), observando resultados de
distribucion similares en los pacientes incluidos en este estudio, pero sin diferencias

significativas en las subpoblaciones totales del linfocito B.

En contraste, al evaluar esta distribucidn a partir de los linfocitos B que expresaron
el receptor PTH1R, se observé que la subpoblacion Bm1 de los pacientes con SSp
y LES fue mas baja que los HC, y las subpoblaciones Bm2 y Bm2’ fueron mas altas
en los pacientes con SSp. Esto es muy importante porque, como se menciono antes,
estos linfocitos B son fundadores del centro germinal y, en un estado de
hiperparatiroidismo, la sefializacion de PTH1R sobre expresada podria potenciar la
activacion de la respuesta inmune, sobre estimulando las células B autorreactivas y

desencadenando una pérdida de la tolerancia inmunoldgica.

Para entender el posible efecto de la interaccién de la PTH con su receptor PTH1R
sobre los linfocitos B, se realizaron analisis in vitro en donde se estimularon células
de la linea celular Ramos (RA1) en las cuales se detecto la expresion del receptor.
Diversas interacciones ligando-receptor han sido estudiadas en términos del efecto
sobre los linfocitos B y su relacion con el desarrollo de EAs. Un ejemplo de lo anterior
es la descripcion de BAFF como un factor desencadenante de pérdida de la
tolerancia y desarrollo de autoinmunidad. Diversos estudios han descrito el efecto

de esta proteina en la proliferacion, sobrevida, diferenciacion, produccion de
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inmunoglobulinas, sefializacion intracelular, entre otras (67—69). Siendo estos,
procesos celulares relevantes que conservan el equilibrio funcional en el organismo.
De esta manera, si alguno falla o se ve alterado por las interacciones bajo estudio,
entonces puede generar pérdidas de la tolerancia a nivel fisiolégico, desencadenar
enfermedad, o generar un mayor impacto en la actividad o severidad de las
patologias. En este sentido, se evalud el efecto de la estimulacién de la PTH sobre
los linfocitos B, determinando su impacto en la proliferacion, sobrevida,
subpoblaciones, producciéon de inmunoglobulinas y activacion celular. Los
experimentos demuestran que, a nivel in vitro, el fenotipo de los linfocitos B se
modifica con las concentraciones crecientes de PTH, manteniendo las células
estimuladas en el fenotipo Bm3-4, mientras que las no estimuladas se diferenciaron

hacia células de memoria temprana (eBmb).

Como se menciond anteriormente, los fenotipos Bm3 y Bm4 corresponden a las
células del centro germinal (centroblastos y centrocitos, respectivamente). En la
reaccion del centro germinal, las células activadas sufren un proceso de
recombinacién de cambio de clase y de maduracion de la afinidad por hipermutacion
somatica (SHM, por sus siglas en inglés) (1). Las células normalmente pueden sufrir
varios procesos de SHM antes de ser seleccionadas y diferenciadas a células de
memoria o células plasmaticas de vida larga (70). Sin embargo, el hallazgo de que
altas concentraciones de PTH retienen las células, a nivel in vitro, en un fenotipo de
centroblastos/centrocitos, puede implicar que estas células pasen por mas ciclos en
la reaccion del centro germinal, que implica basicamente, un incremento de las
reacciones de SHM. Esto podria generar al menos dos tipos de impacto a nivel del
desarrollo de la autoinmunidad. Por un lado, se ha demostrado que la SHM tiene el
potencial de contribuir a la generacion de células B autorreactivas, esto ha sido
demostrado tanto en un modelo murino propenso a Lupus (71) como en humanos
con LES (72,73). Por lo que en el modelo de hiperparatiroidismo podria estar
relacionado con la generacién de novo de células autorreactivas que explicaria su

relacion con el desarrollo de la patologia autoinmune.
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Por otra parte, durante los ciclos de la reaccion del centro germinal se da un proceso
de seleccion positiva, en el que células que no tienen la suficiente afinidad para
interaccionar con las células dendriticas o linfocitos T foliculares no reciben las
sefales de sobrevida necesarias y terminan en muerte celular (74). En este caso,
un incremento de la afinidad en células autorreactivas dada por un incremento de
SHM, podria inducir un rescate de la apoptosis de estas células y contribuir de esta
manera a la autoinmunidad. Es necesario realizar estudios adicionales para

confirmar estas hipotesis.

Finalmente, se evalud la posible via de sefializacion implicada en la interaccion de
la PTH con su receptor PTH1R en los linfocitos B. De manera general, las vias de
sefalizacion de la activaciéon del linfocito B implican una cascada de reacciones,
principalmente de fosforilacién, por parte de proteinas quinasas. Posterior a la
estimulacién por el antigeno (por medio del BCR, receptor del linfocito B), las
moléculas accesorias del receptor, Iga e IgB, median la activacion de Syk, que se
fosforila en fosfo-Syk, con ayuda de Lyn activado, esto genera en conjunto la
activacion de diversas proteinas aguas abajo, que conducen a la activacién de

factores de transcripcion (1).

Cada residuo de fosfotirosina realiza una funcién distinta al interactuar con una
molécula diferente y su posicién esta relacionada directamente con esta funcion.
Debido a esto, no siempre la deteccion de una proteina fosforilada indica un estado
de activacion. En el caso particular de la proteina Lyn, la fosforilacién del residuo de
tirosina en la posicion 507 (pY507) mantiene la proteina en una configuracion
cerrada inactiva. La activacion de la proteina implica la defosforilacion de este
residuo pY507, lo que genera un cambio conformacional que permite la fosforilacion
del residuo de tirosina en la posicion 397 (pY397) que estimula la actividad quinasa
de la enzima (75). Bajo las condiciones de estimulacion de PTH no se observo
diferencia significativa en la fosforilaciéon pY507 de Lyn. Sin embargo, se detecto de

manera aislada, la disminucién de la fosforilaciéon pY507, indicando para la proteina
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Lyn un posible proceso de activacion celular en respuesta a la estimulacion de la
PTH.

Aunque estos resultados no permiten establecer una conclusién contundente con
respecto al efecto de la PTH en la sefializacion intracelular del linfocito B. Los
resultados aislados pueden ser un indicio de los posibles efectos que se estan
generando, lo que lleva a plantear la modificacion de condiciones y estrategias

experimentales para analizar este proceso de activacion celular.
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CONCLUSIONES

Los hallazgos en esta investigacion establecen una linea de base de la expresion
de PTHI1R en linfocitos B de HC (alrededor del 5%) y sugieren que cuando se
expresa en altos niveles, podria ser un biomarcador atil en LES y un marcador de

actividad de enfermedad en pSS.

La distribucion aumentada de las subpoblaciones Bm2 y Bm2’ que expresan PTH1R

es coherente con las anomalias de distribucion de estas células observadas en SSp.

Los efectos de la PTH sobre la modulacion de subpoblaciones de linfocitos B
sugieren un papel potencial de la hormona en la fisiopatologia de las enfermedades

autoinmunes.
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LIMITACIONES

El tamafo de la muestra en el estudio observacional es pequeiio y se deben estudiar
muestras mas grandes para que los resultados sean mas generalizables. Ademas
de realizar estudios de asociacion para establecer el riesgo por la expresion elevada

del receptor PTH1R y el desarrollo de EAs

La evaluacion de los efectos de la PTH en los linfocitos B inicialmente se esperaba
realizarla en células obtenidas de amigdalas de nifios llevados a amigdalectomia,
asi como en linfocitos B obtenidos de pacientes con EAs, sin embargo, debido a la
suspensiéon durante mas de 6 meses de procedimientos electivos a causa de la
pandemia, no fue posible desarrollarlas. Por esta razon, se decidi6é verificar los
efectos de la PTH, en un modelo in vitro, sobre una linea establecida de linfocitos B

que expresara el receptor.

La clasificacion basada en la expresion IgD y CD38 es menos especifica en sangre
periférica y no logra separar algunas células: células B transicionales (IgD* CD38")
de las células pre-CG (Bm2’), células virgenes en reposo (Bm1) de células de

memoria sin cambio de isotipo (IgD*).

En este estudio no se analizaron los niveles de Calcio, PTH o vitamina D y su posible

relacion con la expresion del receptor.
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PERSPECTIVAS

Para entender los cambios en la expresion del receptor de la PTH (PTH1R) se
sugiere evaluar la presencia de variantes en el promotor del receptor, alteraciones
en la metilacion de las islas CpG y andlisis de variaciones en la expresion de miRNA
que pudieran estar relacionados con la sobreexpresion del receptor descrita en los
pacientes.

Se sugiere, ademas, analizar otras proteinas adicionales involucradas en la
sefalizacion intracelular de la activacion del linfocito B (Como Syk) para evaluar los
efectos de la estimulacion con PTH en estas células, y considerar realizar la
deteccidn de proteinas fosforiladas por medio de citometria de flujo, ya que se ha
demostrado que los protocolos de “PhosphoFLow” presentan una menor

variabilidad y mayor sensibilidad que la determinacion por Western blot (76).

Se espera replicar los experimentos in vitro en células de pacientes para establecer
conclusiones mas contundentes y caracterizar modelos animales de autoinmunidad
e hiperparatiroidismo con relacién a la expresion del receptor de la PTH, para
continuar evaluando la relacion de este eje inmuno-endocrino y la posibilidad de
proponer futuras hipotesis de blancos moleculares que puedan ser modificados por
intervenciones farmacoldgicas y que tengan como objetivo la disminucién de la

activacion patoldgica de los linfocitos B en la autoinmunidad.

A nivel clinico, es importante relacionar la expresién del receptor de la PTH (PTH1R)
con la presencia de caracteristicas de autoinmunidad en pacientes con
hiperparatiroidismo y realizar un seguimiento a la evolucion de estas condiciones

posterior a la paratiroidectomia.
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ANEXOS

Anexo 1. Distribucion de subpoblaciones celulares en las cohortes

Distribucién de subpoblaciones

Subpoblapiones celulares Mediana (IQR) p valor®
de linfocitos B
HC SSp LES global HCvs SLE HCvspSS

Bm1l 15.5(8.8) 10.5(12.9) 12.8(19.2) 0.112 - -
Bm2 48.7 (16.9) 54.5(21.5) 34.2(29.0) 0.017 0.138 0.504
Bm2’ 3.1(5.9) 8.0(12.8) 0.47(11.3) 0.023 0.460 0.194

Bm3-4 0.8 (1.0) 0.6 (0.7) 1.6 (2.7) 0.258 - -
eBm5 11.4 (7.4) 8.3(6.4) 14.0(11.3) 0.050 - -
Bm5 13.4(6.1) 9.8(9.0) 17.1(16.7) 0.037 0.624 0.199

a Kruskal-Wallis y comparacién multiple de Dunn. Se consideraron valores significativos

con p<0.05
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Anexo 2. Caracterizacién celular de linea Ramos (RA1)

a. Expresion del receptor para la PTH (PTH1R)

Rarmo: Linea celular Ramos [l x|
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-
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= IIIIIII|IIIIIIIII| T IIIIIII| T T T TTTIT
I T 10t 108
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Porcentaje de células de la linea celular Ramos (RA1) que expresan el receptor PTH1R,
evaluado por citometria de flujo

b. Distribucién fenotipica
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Fenotipo de células de la linea celular Ramos (RAL), caracterizado por la expresion de
IgD y CD38 por citometria de flujo
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Anexo 3. Efecto aislado de la PTH en la activacién del linfocito B

Tratamiento
A B C D E

P-Lyn
LYN e R S S S
B-actlna- D - W

b.

0.8 El Tratamiento A
S [ Tratamiento B
a
2 0.6 @ Tratamiento C
s 0
= Tratamiento D
©
® 04 _ B Tratamiento E
o
©
T
‘n 0.2-
c
8 - -

0.0 e

Linfocitos B de linea celular Ramos cultivadas y estimuladas con tratamiento A (sin
estimulo), tratamiento B (CpG 0.1 pM), tratamiento C (CpG 0.1 uM + PTH 0.5 ng/mL),
tratamiento D (CpG 0.1 uM + PTH 2 ng/mL) y tratamiento E (CpG 0.1 uM + PTH 8 ng/mL),
durante 4 horas. Los niveles de proteinas fueron medidos con Western blot (a). Se
representan los valores obtenidos para una réplica experimental en donde se observo una
disminucién (Linea punteada) en la fosforilacion de Lyn con los estimulos de PTH (b)
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Anexo 4. Aceptacion de abstract en presentacion oral Congreso Internacional de
Lupus y Controversies in Rheumatology and Autoimmunity (CORA) 2021

RV JOIN US ONLINE _The 14t Congress on SLE &

CJIRA 2021

X ’} The 6™ CORA Congress
6-9 October 2021 INT VIRTUAL EVEN

Dear Dr. Gabriel Tobon,

Thank you for submitting an abstract to the 14th International Congress on Systemic Lupus
Erythematosus (LUPUS 2021) & 6th International Congress on Controversies in
Rheumatology and Autoimmunity (CORA) scheduled to take place in a virtual format October 6-
9, 2021.

On behalf of the Scientific Program Committee, we are pleased to inform you that your abstract has
been accepted for ORAL PRESENTATION at the Congress.

Abstract no: 233

Abstract title: EFFECTS OF THE PARATHORMONE RECEPTOR EXPRESSION ON B CELLS
AND THE BIOLOGICAL EFFECTS OF THE HORMONE ON CELL FUNCTIONING IN
AUTOIMMUNE DISEASES

YOUR SCHEDULING

Your presentation will be PRE-RECORDED and streamed live on the day of the session.
After your pre-recorded video has been streamed live, each Oral Presenter together with
the session moderators will be required to join a live Q&A discussion.

You will be allocated 6 minutes for your pre-recorded presentation and will have 4 minutes for
Live Q&A discussion.

In the coming weeks you will receive details about your session date&time and additional
information on how to book a recording session for your presentation.

Recordings will begin in August 2021 and the deadline to complete the recordings will be
2 September 2021.

CONFIRMATION OF ATTENDANCE AND REGISTRATION FOR THE CONGRESS
The presenting author must confirm his/her attendance by registering for the Congress.

Please register by 6 August 2021 in order to secure your place in the Scientific Program.
FURTHER INFORMATION

LUPUS CORA 2021 promises to be a great event and we look forward to seeing you virtually!
Yours sincerely,
LUPUS CORA 2021 Congress Secretariat
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Anexo 5. Carta de reconocimiento “Top 5 CORA 2021

_The 14" Congress on SLE &
'c'}.’;f}c’,?: JOIN US ONLINE ! The 6™ CORA Congress

6-9 October 2021 i INT VIR

Dear Dr. Gabriel Tobén,

On behalf of the CORA Congress Chairs Prof. Andrea Doria, Prof. Piercarlo Sarzi Puttini, Prof. Zoltan
Szekanecz and Honorary Chair Prof. Yehuda Shoenfeld, we would like to congratulate you on being
one of the top 5 abstracts submitted to CORA 2021 and winning the Top 5 CORA 2021
Abstracts prize for your work below.

Abstract Number: 233

Abstract Topic: CORA Topics / ASL06 BIOMARKERS IN AUTOIMMUNE RHEUMATIC
CONDITIONS

Abstract Title: EFFECTS OF THE PARATHORMONE RECEPTOR EXPRESSION ON B CELLS
AND THE BIOLOGICAL EFFECTS OF THE HORMONE ON CELL FUNCTIONING IN
AUTOIMMUNE DISEASES

The award in the sum of ---- isawarded to the Top 5 best CORA abstracts submitted
to the 6" International Congress on Controversies in Rheumatology and Autoimmunity
(CORA). The funds will be transferred after the joint congress and are dependent on having
your registration paid.

The Award will be announced atthe Opening Ceremony & Keynote Lecture sessionon
Wednesday, October 6, 2021, 12:15-13:45 CEST.

Please provide us with your short bio (a couple sentences) and a photo in good quality (jpg file) that
will be advertised on our website as well as when the award is announced. As the congress is fast
approaching, please provide me with the above by Friday, September 17 so we can create the
appropriate congress materials.

If you have any questions, please don’t hesitate to contact me.

Congratulations once again!
Kind regards,
Kristina

LUPUS CORA 2021 Congress Secretariat

KRISTINA STARR

Senior Program Coordinator

Rue Francois-Versonnex 7, 1207 Geneva, Switzerland

E: kstarr@kenes.com T: +41 22 908 0488 | F: +41 22 906 9140
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Anexo 6. Publicacidon en revista cientifica

Los resultados del primer objetivo fueron consignados en un manuscrito aceptado y
publicado en la revista “Rheumatology” (Oxford) con un factor de impacto de 7.58 y

clasificada como Q1

RHEUMATOLOGY

Letter to the Editor (Other)

Rheumatology 2021;00:1-3
doi:10.1093/rheumatology/keab693
Advance access publication 16 September 2021

Expression of parathormone receptor on B-lym-
phocytes in systemic lupus erythematosus and
Sjogren’s syndrome

Rheumatology key message

e Expression of parathormone receptor on B
lymphocytes has a potential role as a biomarker in
autoimmunity.

Dear Eprmor, Autoimmune diseases are complex condi-
tions where multiple aetiological factors, including gen-
etics, epigenetics, environment, immunologic and
hormonal, may converge. Several hormones are of inter-
est in autoimmunity, such as oestrogens or progester-
one, which have a described role in immune system
function [1]. Clinical cases have shown association of
primary hyperparathyroidism with development of mono-
clonal gammopathies or autoimmune diseases, with clin-
ical and biological recovery after parathyroidectomy [2].
Previously, our group proposed that high levels of PTH
could alter the normal function of B-lymphocytes and
trigger the development of autoimmunity mediated by
B-lymphocytes hyperactivity [3].

To evaluate the effects of PTH on B-lymphocytes, we
determined the expression of PTH receptor (FTH1R) on
B-lymphocytes from patients with SLE and primary
Sjogren’s syndrome (pSS), as well as healthy controls
(HC). This staining was made by evaluating B-cell sub-
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(eBmb) and IgD CD38  (Bmb5) (Fig. 1A) [4]. We corre-
lated PTH1R expression with scores on disease activity
indexes at the time of the blood sample: SLEDAI—2K
for SLE and EULAR Sjogren’s syndrome disease activity
index for pSS. Shapiro-Wilk test was used to evaluate
normality distribution, Kruskal-Wallis for comparisons
between groups and Spearman’s rank for correlations.
P-values <0.05 were considered significant.

A total of 53 cases were included, of which 14 had
SLE [14, 100% were women, median age 30years
interquartile range (IQR 33)], 20 had pSS (17, 85%
women; 66years IQR 16) and 20 HC (17, 85%
women; 28years IQR 5). Expression of PTH1R was
significantly higher on B-lymphocytes from SLE
(14.5% IQR 16.2) compared with HC (5.0% IQR 3.1)

(P =0.003) and pSS (4.6% IQR 9.3) (P =0.007). Age
between groups was compared: global P-value:
0.000, HC vs SLE, P: 1; HC vs pSS: P =0.000; SLE vs
pSS: P =0.009; however, this difference was not cor-
related with the expression of PTH1R between groups
(Spearman’s Rho: r: —0.43; P = 0.756). Some patients
with pSS showed levels of PTH1R expression as high
as SLE patients (n=6, 10.3-18.7%), and showed a
significant correlation with EULAR Sjégren’s syn-
drome disease activity index (median 3 IQR 86,
r=0.490, P =0.028); the contrary happened in SLE,
where PTH1R expression-SLEDAI were not correlated
(median 2 IQR 8, r=-0.123, P =0.676).

The peripheral B-cell subsets did not show differences
in their distribution when compared between pSS and
SLE with HC (data not shown). However, the distribution
of the subsets that expressed PTH1R showed a differ-
ence in pSS compared with HC (Fig. 1B and C). The
distribution of the Bm1 subset expressing PTH1R was
significantly lower in pSS (20.2%) and SLE (19.6%) than



sets and PTH1R expression from peripheral blood
mononuclear cells by flow cytometry using fluorescently
labelled and specific antibodies for CD19 (APC-A700-
conjugated, J3119; Beckman Coulter Inc., Brea, CA,
USA), CD38 (PECy7-conjugated, LS198-4-3; Beckman
Coulter Inc., Brea, CA, USA), IgD (FITC-conjugated,
IgD26; MACS Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Germany) and PTH1R [primary rabbit anti-PTH1R
human; Sigma—Aldrich‘“, Darmstadt, Germany; and sec-
ondary goat anti-rabbit IgG (H+L) PE-conjugated;
Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA]. Data were collected on a CytoFLEX S flow cytom-
eter (Beckman Coulter, Inc., Brea, CA, USA) and ana-
lysed using CytExpert software. Six B-cell subsets were
characterized: IgD"CD38~ (Bm1), IgD"CD38" (Bm2),
gD "CcD38" (Bm2), IgD CD38" (Bm3-4), IgD CD38"

HC (39%), while Bm2 (30.5%), and Bm2' (8.7%) were
higher in pSS compared with HC (18% and 1.7%, re-
spectively). The distribution of Bm3-4 (0.4%, 0.5%,
0.2%), eBm5 (6.4%, 7.3%, 6.1%) and Bm5 (31.5%,
35.8%, 21.2%) that expressed PTH1R were similar be-
tween HC, SLE and pSS, respectively (Fig. 1D).

Perry et al. described the presence of PTH1R in circulat-
ing human lymphocytes [5]). However, levels of receptor
expression on B-lymphocytes have not yet been character-
ized. Our findings establish a baseline of PTH1R expres-
sion on B-lymphocytes of HC and suggest that when
expressed at high levels, it could be a useful biomarker in
SLE and a disease activity marker in pSS.

Furthermore, despite previously reports suggesting an
increased distribution of Bm2 and Bm2' subsets as a diag-
nostic feature in pSS patients [6], we obtained similar

Fic. 1 Patterns of distribution of peripheral B-cells in subsets that expressed PTH1R
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B-cell subsets based on membrane IgD and CD38 expression: Bm1, naive cells; Bm2 and Bm2’, germinal centre
founder cells; Bm3-4, germinal centre cells; eBm5 and Bm5, memory cells (A). Distribution of subsets that expressed
PTH1R in HC (3.28%) (B) and pSS (18,65%) (C). Percentage of cells expressing PTH1R compared between subsets
and cohorts (P < 0.05) (D). HC: healthy controls; pSS: primary Sjégren’s syndrome.
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distribution results but no significant differences in the total
subset of B-cells were seen. In contrast and interestingly,
these differences were observed in the subsets of B-cells
expressing PTH1R, being consistent with the distribution
abnormalities of these cells seen in pSS; also, those subsets
correspond to germinal centre founder cells [7], reflecting a
stage of activation of the immune response that the overex-
pressed PTH1R signaling could enhance. These findings
could explain the correlation with disease activity in pSS
due to hyperactivation of peripheral B-lymphocytes.

In conclusion, high levels of PTH1R expression could
be a useful biomarker in SLE, and the altered distribu-
tion of B-cell subsets expressing PTH1R could explain
the correlated disease activity in pSS by the increased
activation of B-lymphocytes. Our sample size is small,
and bigger samples should be studied to make results
more generalizable. In addition, the effects of PTH on B-
cell functions need to be studied.
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