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Resumen

El sindrome de Sjogren primario estd caracterizado por la infiltracion de células mononucleares de las glandulas exocrinas y una
actividad aumentada de los linfocitos B. Durante mucho tiempo se pensé que las células T eran los efectores primarios,
evidencia reciente indica que las células B juegan un papel importante en el desarrollo de la enfermedad. Las terapias
convencionales no modifican el curso de la enfermedad, por lo que las células B se han vuelto atractivas como blanco en
terapias, el uso de anticuerpos monoclonales contra CD20 (Rituximab), induce una rapida disminucion de las células B por lo
que puede mejorar la enfermedad temprana o con involucramiento extraglandular. Existen en etapa experimental otras
moléculas con posibilidades terapéuticas una de estas es el bloqueo del factor activador de células B.

Abstract

Primary Sjogren's syndrome is characterized by infiltration of mononuclear cells of exocrine glands and an activity of
lymphocytes B. For a long time thought that the T cells were the primary effector, recent evidence indicates that B cells
play an important role in the development of the disease. Conventional therapies do not alter the course of the disease,
by which B cells have become attractive as target in therapies, the use of monoclonal antibodies against CD20
(Rituximab), induces a rapid depletion of B cells by which may improve early disease or with extraglandular involvement.
There are other molecules with therapeutic possibilities in experimental stage one of these is the blocking of B-cell
activating factor.
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I ntroduccion

Desde la primera descripcion de anticuerpos naturales
autorreactivos se ha hecho un gran esfuerzo para tratar de
determinar la generacion de estos, su regulacion, funcién o
tratamiento. La mayor parte de los estudios se han enfocado en
los anticuerpos naturales IgM. En model os experimentales con
animaes se ha determinado la presencia de anticuerpos
naturales IgM, sin que exista un antigeno potencial, ademas de
que su reactividad es consistentemente conservada entre
individuos.13 Se ha demostrado que los anticuerpos naturales
IgM estan presentes en cada suero humano.* El hecho de que
esos anticuerpos naturales sean auto-reactivos sugiere que
pueden funcionar manteniendo la homeostasis del tejido.> Los
autoanticuerpos IgM  se pueden unir a neo-antigenos
apoptaticos tales como fosfatidilserina, cardiolipina y otros.
Dados estos patrones de reconocimiento, se puede hipotetizar
gue los anticuerpos naturales IgM sirven como una manera
conservada de eliminacion de cuerpos apoptéticos.t8 Los
anticuerpos naturales IgM son producidos por las células B1,
mientras que | os anticuerpos |gG se producen por lainteraccion
de células B-2 foliculares con células T.° Los anticuerpos IgM
se seleccionan positivamente cuando se encuentran con el
auto-antigeno, mientras que la produccion de IgG esta
estrictamente controlada por la auto-tolerancia. Por lo anterior
la presencia de autoanticuerpos IgG se considera un
rompimiento de laauto-tolerancia.l? Este concepto es soportado
por el hecho de que en muchas enfermedades autoinmunes que
incluyen: artritis reumatoide, sindrome de Sjogren y lupus
eritematoso  sistémico, son iniciadas o exacerbadas por
anticuerpos anti-1gG especificos para componentes celulares o
tisulares.11-13 El apareamiento de las cadenas pesadas y ligeras
después de su reordenamiento generaun repertorio de linfocitos
B deentre 107 y 108, estadiversidad del repertorio de linfocitos
B debe tener una contribucion importante en el desarrollo de
enfermedades autoinmunes a través de la secrecion de
anticuerpos patogénicos autorreactivos los cuales pueden
causar dafio en los tejidos.1*

Linfocitos B deraton

Las células B en raton se dividen en tres conjuntos principales:
células B1, estas células se encuentran en la cavidad peritoneal
las cuales se subdividen asu vez en Blay Blh. LascélulasBla
se desarrollan durante €l periodo prenatal en el higado del feto,
persisten después del nacimiento y contribuyen en gran parte a
la presencia de anticuerpos naturales IgM, aunque también
pueden producir losisotipos 1gG e lgA en suero 'y se activan con
antigenos T-independientes. Las células Blatambién se pueden
encontrar en tejidos linfoides asociados a mucosas, donde
pueden secretar IgA. Las células Bla se identifican por la
expresion de la glucoproteina de superficie CD5.

Las células B1b se desarrollan principa mente de precursores de
médula 6sea. Algunas pueden expresar ADN mutado, estas
células también responden a antigenos timo-independientes y
son importantes para la produccion de anticuerpos contra
parésitos y bacterias patégenas. Estas células son CD5-.1°

Fenotipo delascélulas B en raton

Las células B1 son un subconjunto de las células B que secretan
principalmente anticuerpos naturales sin una estimulacién
aparente por antigeno. Estos anticuerpos naturales son poli
reactivos y reconocen antigenos naturales y extrafios. Estos
anticuerpos son cruciales para la proteccion del hospedero
contra multiples infecciones. Estas células se subdividen en
célulasBlay B1b.16

Hasta ahoralas células Blay B1b son usualmente identificadas
por medio de una combinacion de marcadores de superficie con
el siguiente fenotipo CD19"CD23 CD43*IgMhigD!ovCD5*.
Las células B1 son ligeramente més grandes en tamafio que las
céulas B2 en reposo. Las células Bla son CD5" y las células
B1b son CD5-.7/

Las células B2 de zona margina tienen e fenotipo:
CD19mMdCD21NMCD23-CD43 IgMhilgD!oVCD5. Mientras que
las células B2 foliculares tienen € siguiente fenotipo:
CD19MdCD23+*CD43 IgM'w|gDNCD5. Estas células
congtituyen la mayor parte de las células B de bazo y estén
localizadas en la zonamarginal y los folicul 0s.10

En un estudio de larespuesta de las células B1 a Streptococcus
pneumoniae realizado por Tedder encontré que las células Bla
producen anticuerpos naturales activos de tipo innato en una
respuesta temprana a la bacteria, mientras que las células B1b
actlian posteriormente como un componente del sistemainmune
adaptativo.1®8 Dicho de otra manera las células Bla secretan
anticuerpos naturales que protegen contra la infeccién o
disminuyen € estallido (nimero de bacterias) bacteriano
cuando lainfeccion es establecida, mientras quelas células B1b
secretan el anticuerpo necesario para eliminar ala bacteria. 19

Células B en Humano

Células B humanas IgM*CD27* se encuentran enriquecidas en
laregién del bazo lacual esandlogaalazonamargina deraton,
pero no se sabe si son el equivaente a células de ratdn de zona
marginal, reconocen antigenos a través de receptores
semi-invariantes los cuales estimulan su rapida diferenciacion
en células secretoras de anticuerpo y participan en respuestas
inmunesindependientes de células T aorganismos patégenos en
sangre, capsuladosy sus antigenos no proteinicos.20

Las células B2 (células B foliculares) se generan en la médula
Osea durante toda la vida y pueden responder a antigenos
timo-dependientes en | os centros germinal es cuando son
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estimulados por antigenos proteinicos y son requeridas por la
inmunidad adaptativa.?1-23

Las céluas B maduras humanas periféricas se pueden
subdividir dependiendo de la expresion de IgD y CD38. Las
células virgenes son IgD*CD38 y tienen secuencias de region
gV no mutadas, IgD-CD38 son células de memoria, mientras
gue las células B de fenotipo IgD-CD38, IgD-CD38* e
IgD*CD38* se definen como células de memoria de centro
germinal (GC) y pre-GC, en amigdalas se identifico una cdula
B cuyo fenotipo es IgD*CD38 CD23 FSCNCD71* y la cua
debe representar una poblacion intermedia entre células B
virgenes y céulas B GC. CD27 es un marcador asociado a
cdulas B de memoriaz IgM*CD27, IgM-CD27* e
IgM*CD27+.20

En humanos se ha encontrado en diferentes tejidos una
subpoblacién de células B que expresa CD5+ y es capaz de
producir autoanticuerpos. En un inicio se pensd que esta
molécula podria ser €l equivalente al de las células B1 de ratdn
pero aparentemente no es un marcador de poblaciones en estas
células que se mantenga a través de diferentes especies, y a
diferencia de raton este marcador no permite una clara
separacion de subpoblaciones en humanos,?* 2 estas células
producen anticuerpos autorreactivos poliespecificos como por
gjemplo factor reumatoide y anti-ssDNA. Las células B CD5*
en humanos no han sido caracterizadas y tampoco esté claro si
estas células son el equivalente de |as células Blade ratén, 26 27
laintroduccion del sistema Bm (B madura), permitid una mejor
separacion de poblaciones de células B, mediante €l uso de
anti-CD38y anti-lgD.28

Clasificacion delas células B mediante el sistema Bm
Dentro de los primeros esquemas de clasificacion de las células
B humanas, destaca el de Liuy Banchereau en el cual estimulan
a las células para diferenciarlas desde células virgenes hasta
células centrogerminal. El uso como marcadores de anti-IgD y
anti-CD38 divide de manera gruesa linfocitos de tonsila en
cuatro subpoblaciones en base a CD23. CD23 separa células B
virgenes, las cuales se originan en lamédula 6sea (IgD*CD38")
en las subpoblaciones Bml: CD231gD*CD38 y Bm2
CD23*IgD*CD38.

Laexpresion diferencial de IgM identifica alas subpoblaciones
celulares B Pre-GC; Bm2'a: IgM-1gD*CD38* y Bm2'b:
IgM*1gD*CD38*. CD77 separa células Bm3 (centroblastos):
CD77+1gD-CD38*y Bm4 Cd77-1gD-CD38* (centrocitos). Y por
ultimo las células B de memoria doble negativas IgD-CD38- son
CcD2r+.

Estadivision sirvid paraclasificar células B de sangre periférica,
amigdalas y otros érganos linfoides secundarios, y permitio la
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cuantificacion y correlacion de subpoblaciones de células B en
diferentes enfermedades (cancer, autoinmunidad y otras).?

Sin embargo como en muchos casos esta clasificacion solo
sirvié en un inicio ya que con los afios y € progreso de la
citometria de flujo, asi como la caracterizacion fenotipica con
nuevos anticuerpos monoclonales se ha observado que las
células CD27* pueden ser subdivididas en diferentes
poblaciones de células B de memoria en base a algunas
caracteristicas como la expresion de inmunoglobulinas, €l
i sotipo secretado por células B en cultivo y otras caracteristicas.
Por otra parte se ha observado que e marcador CD27 no
identifica todas las células B de memoria periférica por lo que
como es bien sabido un solo marcador no es suficiente para
identificar a una poblacién Unica.30-32

En sangre periféricaal igual que en amigdalas se han detectado
siete subpoblaciones las mismas que se han determinado en
tonsilas basandose solamente en la expresion de superficie de
CD38 e IgD: Las células B maduras virgenes (Bm) se dividen
en Bm1 (CD381gD*) y Bm2 (CD38*IgD"), estas células son
activadas por antigeno especifico en éreas extrafoliculares a
través de la interaccion con células dendriticas y células T
antigeno-especificas. A su vez estas células activadas se
vuelven células de centro germinal (GC) Bm2' (CD38**IgD).
En los GC, las células Bm2' se diferencian en centroblastos
Bm3 (CD38***IgD"), en estas células se puedellevar acabo una
hipermutacion somética en la regién del gen V durante €
proceso de proliferacion. A su vez estas Ultimas células se
seleccionaran durante su diferenciacion en centrocitos Bm4
(CD38**IgD"), dependiendo de la afinidad del receptor de
células B (BCR). Estas células B activadas posteriormente se
diferenciaran en células de memoria temprana (CD38*IgD),
células de memoria Bm5 (CD381gD-) o en células plasméticas
de alta afinidad.33-3

Células B Regulatorias

En modelos autoinmunes en ratbn se ha descrito una
subpoblacion de células B regulatorias (Breg). En humanos no
se han caracterizado fenotipicamente, aunque algunos estudios
sugieren que estas células pueden controlar la proliferacion y
diferenciacion de células T y células dendriticas. En
enfermedades autoinmunes, las células Breg probablemente
jueguen un papel importante en la desrregulacion del sistema
inmune lo cual puede conducir a una pérdida de latolerancia.36

M étodos actuales de clasificacion de linfocitos B
Actuamente € andlisis de los datos de las poblaciones de
células, se hace mediante €l uso de ventanas manual es al rededor
de las poblaciones en estudio, sin embargo esta manera de
andlisis no va de acuerdo con el desarrollo de reactivos e
instrumentacién de equipos mas sofisticados de citometria.



Esto tiene algunos contras como son: 1) las regiones dibujadas
por los usuarios arededor de los limites de las poblaciones son
totalmente subjetivas lo que podria dejar fuera constituyentes
con similitudes no apreciadas a simple vista, 2) la variacion
inherente al usuario en € andlisis en cuestion y 3) los pasos
repetidos en un andlisis pueden disminuir el nimero de eventos
aprovechables. Actualmente estédn en desarrollo métodos de
andlisis automatizados. Uno de ellos esté basado en la densidad
de la poblacién, mediante un modelo de algoritmo llamado
FLOCK (Flow Clustering without k, por sus siglas en inglés),
este algoritmo identifica grupos de eventos (poblaciones) en
archivos de datos de citometria, basado basicamente en dos
parametros: fluorescencia miltiple y parametros de tamafio y
complejidad de las poblaciones celulares.

En este método de andlisis € espacio dimensional formado por
los parametros de fluorescencia forma hiper-regiones de los
eventos (células analizadas). Estas hiper-regiones de eventos
densos son unidas con regiones vecinas para formar 1os grupos
iniciales de eventos, seguido por €l célculo de un centro en cada
grupo de eventos. Mediante €l uso de FLOCK el grupo de
Kamisnki et. al. ldentificé 17 grupos de eventos de lineas de
células B en células mononucleares de sujetos sanos tefiidas con
un panel de reactivos de 10 fluorocromos.3”

Células B Transicionales

Otras células que se han descrito en humanos son las células B
transicionales. Mediante el uso de una combinacion de
marcadores de memoria que incluye IgD (célula més virgen) y
CD27 (célula mas diferenciada) se consiguié separar 3
poblaciones. Estas se consideran estadios tempranos de células
B en desarrollo, que son liberadas de médula dsea y migran a
organos linfoides secundarios. Estas células son las:

T1: IgD*CD27"%9CD10*CD24MhCD38NI"M TG,
T2: IgD*CD27"9CD10*CD24hgV+CD38naV+*M TG+
T3: IgD*CD27"9CD10"9CD24*+1owCD38*1oWM TG*

Se encuentran dentro de las células IgD*CD27"9 y mediante el
uso de CD24 y CD38 se separan las poblaciones TU/T2
transicionales de las células B virgenes maduras T3, esta Ultima
poblacién no puede ser distinguida de las células B
maduras-virgenes solo con e uso de los anticuerpos B de
memoria (CD27-), por lo que se tiene que utilizar un colorante
reportero; MTG. Mediante el uso de inmunohistoquimica o
separacion de las células mediante un citometro se han
identificado estas dos subpoblaciones en las glandulas salivales
de pacientes con sindrome de Sjogren primario (pSS), 1o que
sugiere una produccién local de auto-anticuerpos.38

En raton, las células B transicionales sirven de puente entre las
células B inmaduras en lameédula 6seay las células B virgenes

madurasy se subdividen en varios subpoblaciones. Inicialmente
estas células se subdividieron en 2 basados en la expresion de
CD2lelgD (T1y T2), sin embargo otroslas han subdividido en
3 subpoblaciones, basados en la expresion de CD23 y la
expresiondelgM (T1, T2y T3). Lo que esclaro es que tanto en
raton como en humanos la transicion de c8ulas B inmaduras a
células B virgenes maduras es un proceso que implica varios
estadios de desarrollo. Es probable que en humanos exista un
proceso de varios estadios similar a ratén, pero adiferencia del
raton en humanos e desarrollo celular no ha sido
completamente caracterizado.3®

Una de las dificultades en la identificacion subpoblaciones de
células B periféricas es que hay mdiltiples cambios de fenotipo
durante el desarrallo, y € conocimiento actual del modelo de
expresion de esos marcadores es limitado.

CélulasB1 Humanas

Durante mucho tiempo ha existido la controversia con respecto
alaexistenciade células B1 en humanos, mientras que en raton
su existencia no es puesta en debate, las células B1 de ratdn son
el principal constituyente de la poza de linfocitos B en las
cavidades pleurales y peritoneales y son caracterizadas como
CD5* y/o CD11b* . En humanos se han detectado células B en
nédulos linféticos fetales, bazo, cavidad peritoneal, mesenterio
y diferentes tejidos humanos que expresan CD5. Sin embargo
CD5 no es un marcador restringido exclusivamente alas células
B1 en humanosyaque este es expresado en células B inmaduras
ftransicional es en médula dsea, sangre, bazo y células T.40

Recientemente Griffin y col. describieron una poblacion en
humanos que es similar desde el punto de vista funcional alas
céulasB1 deratdn. Griffiny col. estudiaron varias poblaciones
con fenotipos definidos, obtenidas de sangre de corddn
umbilical y sangre periférica humana y probaron en estas
células propiedades funcional es caracteristicas delas células B1
de raton. Bajo esos criterios identificaron una subpoblacion de
células cuyo fenotipo era CD20*CD27*CD43*CD70 la cual
expresa CD11b.41

Sin embargo este hallazgo aun genera controversiaen el sentido
de lamanera en que se eligen las estrategias de las ventanas, la
formacién de dimeros de células T-B y otros. La maneraen la
cua Griffin caracterizd estas células fue con propiedades
funcionales similares a las células B1 de ratdn, la secrecion
espontanea de IgM, sefializacion congtitutiva del receptor de
células B (BCR) y la habilidad de inducir la proliferacion de
células T aogénicas. 0. 42,43

Descartoire y col, sugieren que desde e punto de vista
cuantitativo a pesar de una considerable variacion entre la
sangre de donadores individuales, la proporcion de células
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CD43* entre células B CD27* representan un promedio de
40-50 % en adultos, la frecuencia es mayor en individuos
jovenes con respecto aindividuos mayores, esta observacion es
muy similar ala frecuencia de células B de zona marginal, con
ladiferencia de que las de zonamarginal son IgD"y las CD43*
son principalmente IgD"9", Sin embargo la primera objecion a
la poblacion descrita por Griffin es que las células CD43* son
células mas grandes por 10 que se requiere una ventana méas
amplia para analizarlas con la posibilidad de incluir dobletes
dentro de ésta. L os autores marcaron con anticuerpos anti-CD3
y una fraccion apreciable de células CD20*CD27+CD43", se
tifieron de manera positiva para CD3"*, por lo que es posible que
la poblacion CD20*CD27*CD43*CD3* son dobletes que
incluyen células T que participan para € marcagje de CD43 y
CD27. La conclusion de los autores es que las variaciones
observadas en la poblacion CD43* pueden ser por latincion de
artefactos y que la potencial presencia de dobletes en la
poblacion CD20*CD43" anadizada por Griffin y col. pone en
dudalas caracteristicas funcional es descritas en la subpoblacion
B1 descrita por Ellos, por lo que habrd que hacer nuevos
ensayos y descartar s la poblacion descrita son células
activadas en su proceso de diferenciacion a células plasméticas
o realmente es el equivaente de la poblacion de células B1 de
raton.2

L os marcadores CD27 y CD43 son coexpresados en la mayoria
delascélulasT y plasmaticas. Pérez Andrésy col. desarrollaron
una estrategia de andlisis citométrico para discriminar entre
células B CD27*CD43" y células de memoria CD27* en sangre
periférica humana. Al igual que Griffiny col identificaron una
subpoblacién CD27+*CD43* dentro de las poblaciones CD19* o
CD20* en cordén umbilical y en sangre periférica de nifios y
adultos. La frecuenciaibadel 1 a 25.5 % del total de céulas
CD19* o CD20* en sangre. Solo una minoria de los eventos
CD19"CD27*CD43" parecen ser linfocitos B verdaderos
(0.3-2-3 % de las células CD19*CD3CD38%M) y consisten de
células IgM* e IgM-. La frecuencia total fue més de 10 veces
menor que las frecuencias de c8ulas B de memoriaCD27+IgM*
y CD27+IgM- en sangre de adultos. Por todo lo anterior los
autores concluyeron que los linfocitos B CD43* constituyen
solo una pequefia proporcion del total de linfocitos B CD27+.

Finalmente sus resultados confirman una disminucion con la
edad de lapoblacion de células B circulantes CD27+*CD43*, por
lo que hay que ser precavido en la definicion de las células B1
humanas dentro de esta poblacién tan heterogénea. El andlisis
hecho por los autores de la poblacion CD19*CD27+CD43",
revelaquelamayoriade las células presentes pueden ser células
plasméticas CD38" o células T CD3* contaminantes. Por lo que
la determinacion de esta proporcion de células T contaminantes
puede explicar lafrecuenciatan ata de c8ulas CD5* reportada
por Griffiny col. yaquetodaslas células T expresan CD5.43
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Griffiny col. en suréplica, dice quelos eventos CD3* dentro de
la poblacion CD20*CD27+CD43" purificada por citometria son
raros. En sus primeros ensayos probaron la funcion de células
B1 purificadas a partir de células mononucleares de sangre
periférica (PBMC), la poblacién purificada
CD20*CD27+*CD43* contenia <3 % de eventos CD3*. En un
experimento posterior a partir de PBMC se obtuvieron células
CD19 enriquecidas por perlas magnéticas y las células B1
fueron purificadas a partir de estas Ultimas, esta poblacion
CD20*CD27*CD43* contenia <1 % de eventos CD3*. Por
ultimo Griffin 'y col. reproduciendo e protocolo de
Pérez-Andresy col.#3 y Descatoire y col.,*® reconstituyeron las
células mononucleares a una concentracion relativamente altay
observaron eventos CD3* en la ventana CD20*CD27* CD43*,
por lo que sugiere diluir y homogenizar la muestra para reducir
los eventos CD3* en la ventana de las células B1 putativas, ya
que la presencia de células CD3 dentro de la poblacion de
células B CD20*, induce la formacion de dobletes B:T. Por
ultimo Pérez-Andrés y col. encontraron que las células
CD3CD19*CD27*CD43* expresaban niveles elevados de
CD38 por lo que probablemente fueran células plasméticas.
Griffin usa CD20 para identificar células B1, ya que CD19 no
excluye plasmablastos ni células plasméticas.*!

Sindrome de Sjogren

El sindrome de Sjogren primario (pSS) es una enfermedad
sistémica autoinmune asociada con anormalidades humorales y
celulares caracterizada por una inflamacion, infiltracion
linfoplasmociticay una destruccion progresiva de las glandulas
sdivales y lagrimales y ojos y boca seca, la mitad de los
pacientes desarrollan caracteristicas extraglandulares, que
incluyen artritis, enfermedad pulmonar intersticia difusa,
involucramiento del sistema nervioso centra y nefropatia
tubular.** Se ha colocado a las células T como las efectoras
primarias, sin embargo evidencia sugiere un papel clave de las
células B en €l desarrollo del sindrome. Entre las caracteristicas
importantes de la participacion de las células B esta la
produccién de factor reumatoide, la ata produccion de
autoanti cuerpos anti-SSA/Ro y anti-SSB/La los cuales pueden
ser detectados en sangre periférica en € 60-90 % de los
pacientes con el sindrome.*>: 46

Otros hallazgosimportantes en pSS es el incremento importante
de células B maduras virgenes (Bm) y una disminucion de las
de memoria, por otra parte una relacion de céulas
Bm2+Bm2'/Bm5 tempranas+Bm5 tardias es diagnostico de la
enfermedad.** Ademés las células B no solo producen
auto-anticuerpos si no también citocinas tales como INFy e
IL-4, las cuaes pueden modular la respuestainmune 'y por otra
parte son células presentadoras de antigeno.*® Por todo lo
anterior las células B son un blanco atractivo para terapia
biol6gica.



Terapias de células B como blanco

En un inicio se considerd que las células T jugaban un papel
importante en e comienzo de enfermedades autoinmunes,
mientras que el papel de las células B estaba restringido solo a
la produccién de autoanticuerpos. Sin embargo estudios
recientes sugieren que la célula B juega un papel importante en
la fisiopatologia y en e desarrollo de enfermedades
autoinmunes tales como el Sindrome de Sjégren primario
(pSS). En estas patologias las células B estan sobre-estimuladas
y producen titulos elevados de anticuerpos con diferentes
especificidades.

La produccion excesiva de anticuerpos por la activacion de las
células B es una caracteristica del pSS, entre ellos niveles
elevados de IgA, los cuales pueden mostrar actividad de factor
reumatoide.*6

Se han utilizado algunas moléculas de células B como blanco.
Las que mas se han empleado paralaeliminacion de las células
B son los antigenos CD20, CD22 y el Factor Activador de la
Familia TNF de células B (BAFF). El antigeno CD20 es una
molécula transmembranal hidrofébica con un peso molecular
aproximado de 35 kDa que se encuentra en células pre-B,
células B maduras pero no en células pro-B y céulas
plasméticas normales u otros tejidos. CD20 regulauno o masde
los primeros pasos en el proceso de activacion que estan
involucrados en € ciclo celular deinicio y diferenciacion. Por
las caracteristicas anteriormente mencionadas hace que CD20
sea un blanco potencial de células B.47

Otra molécula que se ha empleado como blanco terapéutico
mediante el uso de anticuerpos es CD22. La molécula CD22 es
una sialoglucoproteina transmembranal restringida a células B
la cua se hace presente durante los estadios tardios de células
pro-B, se expresa en niveles bgjos en células B inmaduras y a
niveles altos en células B maduras y no se encuentra en células
plasméticas diferenciadas.

BAFF es un factor importante para las células B, ya que les
permite sobrevivir en la periferia, asi como la repoblacion de
linfocitos B en sangre y glandulas salivales cuando estas son
eliminadas por el uso de Rituximab en pacientes con sindrome
de Sjogren y también esta involucrado en la seleccion de
células B promoviendo su resistencia de células transicionales
haciala apoptosis.*®

Terapias usando deter minantes de células B como blancos

Actualmente se siguen utilizando terapias convencionales en el
tratamiento del sindrome de Sjégren (pilocarpina, ciclosporina
local e hidroxicloroquina), sin embargo estas no modifican el
curso de la enfermedad. Rituximab es el Unico producto de
origen bioldgico que se utiliza en la actualidad para el trata-

miento de pSS. Los estudios que se han realizado usando
Rituximab sugieren que este es bien tolerado por |os pacientes,
induciendo una rgpida disminucién de células B en sangrey en
gléndulas salivales, megjorando la condicién de los pacientes
con involucramiento glandular.0

Uso de anti-CD20: Rituximab

Uno de los pocos anticuerpos que se han utilizado en
enfermedades autoinmunes como pSS es Rituximab. Este esun
anticuerpo monoclonal quimérico humano-raton que se une al
antigeno de membrana CD20 de células B inmaduras y
maduras. Este farmaco produce una disminucién profunda de
las células B CD20" a través de varios mecanismos
inmunol 6gicos como son: Citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpo, citotoxicidad dependiente de complemento y la
induccion de apoptosis. La molécula CD20 no es expresada en
células pro-, pre-B o céulas plasméticas. Por Ultimo Rituximab
no interfiere con la produccién de inmunoglobulinas.>?

En un estudio retrospectivo inicial en 6 pacientes con pSS
usando Rituximab, dos con linfoma asociado y cuatro con
manifestaciones clinicas, tres de ellos tuvieron mejoria de
resequedad dos estabilizaron sus pruebas diagnosticas, cinco
tuvieron mejoria en sus manifestaciones extraglandulares'y por
ultimo uno de los dos pacientes con linfoma tuvo una remision
completa.52

Algunos estudios sugieren que su uso tiene un efecto benéfico
en la resequedad de las mucosas y las manifestaciones
extraglandulares.?3

En un estudio donde se usaron dos infusiones de Rituximab en
16 pacientes con pSS y se siguieron durante 36 semanas, €l
tratamiento induce una rapida disminucion de todas las
subpoblaciones de células B en sangre periféricay se mantuvo
por a menos 1.5 meses, mientras que en las gldndulas salivales
fue de aproximadamente 12 meses.>

En otro estudio realizado con 16 pacientes con pSStratados con
Rituximab para linfoma o manifestaciones sistémicas, solo unos
pocos mostraron mejoriaen laresequedad. Sin embargo el 80 %
de los pacientes meoraron en las manifestaciones
extraglandulares. Rituximab fue efectivo en 4 de 5 pacientes
con linfoma de células B. Se observaron efectos adversos en el
20 % de los 16 pacientes y uno desarroll6 anticuerpos
anti-anticuerpos quiméricos (Rituximab).5®

En un estudio prospectivo reciente realizado por William St.
Clair administr6 Rituximab a un grupo de 12 pacientes
femeninos con Sindrome de Sjogren. Los resultados clinicos
mostraron en este grupo de pacientes niveles modestos de alivio
en la actividad de la enfermedad entre la semana 0 y 26. Sin
embargo hubo algunas caracteristicas clinicas que mostraron
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mejoria, entre las cuales estén: el nivel de sed, malestar ora y €l
nivel general de fatiga, solo estas Ultimas mostraron
significancia estadistica. En las condiciones en las que no hubo
mejora fueron: dolor de articulaciones, flujo de salivaya fuera
estimulado o no, produccion de l&grimas 'y la resequedad de la
superficie ocular.

Con respecto a curso de las células B después del tratamiento
con Rituximab, los 12 pacientes mostraron 95 % de
disminucion de las células B sanguineas entre las semanas 8 a
14, mientras que la cuenta de células B comenzd a
incrementarse arededor de la semana 26, en tanto que a la
semana 52 los niveles de células B en sangre regresaron a un
porcentaje de =62 % sobre los valores basales en 8 de 12
pacientes.

Se andizaron las poblaciones de células B en base a los
marcadores CD38 y CD27 y se pudieron definir 6 diferentes
subpoblaciones. En la comparacién basa después de la
administracion de Rituximab los pacientes con pSS con
respecto a los controles tenian un nimero mayor de células B
transiciona es, un menor nimero de células B de memoria, una
elevacion de los niveles de BAFF sérico y no hubo cambios en
lostitulos de anti-Ro/SSA y anti-La/SSB. Después de laterapia
con anti-CD20 las células B que repoblaron la sangre periférica
en los pacientes con pSS fueron principalmente transicionales
con el fenotipo (CD38**CD27") en la semana 16 (10.3 células/p
I vs 214 células/ul basales; 65% del total de células B
CD19%).56

En un estudio realizado en Francia, 16 pacientes con pSS activa
tratados con Rituximab mostré resultados positivos al
observarse unamejoriaen los componentes menta y fisico alas
12 semanas de iniciado e tratamiento y se mantuvo por 36
semanas.>’

Uno de los primeros estudios prospectivos para evaluar la
respuesta de pSS, usando Rituximab fue desarrollado en
Holanda. Larespuestaaeste farmaco se hizo usando dos nuevos
indices ESSDAI (EULAR Sjogren’s Syndrome Disease
Activity Index) y ESSPRI (EULAR Sjogren’s Syndrome
Patient Reported Index). Se estudié una cohorte de 28 pacientes
con pSStratados con el anticuerpo monoclonal, seguidos por un
periodo prolongado de tiempo. El promedio de la respuesta
estandarizada fue mayor para los dos indices, pero un menor
indice de flujo salival en todas las semanas de estudio, en la
semana 16, después de esta semana los indices se fueron
perdiendo.%8

Agrawi y col®® en un estudio redlizado en glandulas salivales
pueden dar luz en la patogénesis de pSS ademés de evaluar la
eficiencia de las estrategias terapéuticas actualmente aplicadas.

LSS EARMACEUTICAS

Entre las conclusiones importantes con respecto alaeficaciadel
uso de Rituximab en pSS fueron que en sus resultados los
subtipos celulares mas abundantes son células plasméticas
especificas de Ro52 y Ro60 y células plasméticas de larga vida
de las células B glandulares especificas de SSA, las cuales son
CD20-negativas, y son afectadas por el tratamiento con un
anticuerpo anti-CD20 (Rituximab). Por lo que los autores
sugieren una terapia adicional con anticuerpos monoclonales
gue tengan como blanco la poblacion de células B activadas y
con esto tener una terapia mas efectiva. Ademés se ha
observado que la eliminacion de células B muestra alguna
eficacia para las manifestaciones extraglandulares, las cuales
incluyen: neuropatia periférica, crioglobulinemiay vasculitis.>

En el sindrome de Sjogren se necesita que las inmunoterapias
sean probadas en un nimero mayor de estudios empleando un
ndmero pequefio de pacientes seguidos por periodos cortos de
tiempo para poder confirmar un resultado prometedor en la
mejoria de los pacientes con el sindrome. A pesar de los
prometedores estudios iniciales, los estudios publicados en los
ultimos 18 meses han sido abrumadores, pequefiosy sin mucho
control, por lo que no se puede decir que se hayan hecho
muchos avances en esta area.5

Una de las contradicciones con respecto al efecto benéfico que
pudieratener el uso de Rituximab en el curso de la enfermedad
de pSS, es que existen discrepancias entre e efecto de una
eliminacion substancial de células B por el uso de anti-CD20 y
lafalta de un beneficio clinico concomitante. En este estudio se
ensay0 la persistencia de las poblaciones de células B que
producian anticuerpo en las glandulas salivales parétidas de
pacientes con sindrome de Sjogren, después del tratamiento con
Rituximab. Se incluyeron 13 pacientes y cuatro sujetos control
y setrataron con el farmaco o placebo. Losandlisisdel tejido de
la parétida mostraron que € nimero de expansiones clonales
fue mayor en pacientes con pSS sobre los controles. Estas
expansiones clonaes eran principalmente de células B que
expresaban inmunoglobulina A y G. Rituximab no afecté de
manera significativa estas expansiones clonales, mientras que a
nivel periférico cas hubo una eliminacion completa de células
B. Grupos de células clonamente relacionadas, tuvieron
componentes los cuaes fueron compartidos entre biopsias
tomadas antes y después del tratamiento. Las frecuencias de
mutacion de las secuencias de las inmunoglobulinas de células
clonalmente rel acionadas en pacientes con pSS fueron mayores
después del tratamiento. Combinada la carga mutacional de las
secuencias de las inmunoglobulinas en €l tejido en las células
relacionadas clonamente después del tratamiento con
Rituximab y la relacion de secuencias clonalmente relacionadas
entre células productoras de IgG e IgA, los autores concluyen
que la hipermutacion somética local, cambio de isotipo y la
diferenciacion de las células secretoras de anticuerpo continua



ocurriendo en las células residuales del tejido después del
tratamiento con Rituximab a pesar de una disminucién en
sangre periférica de células B. Solo faltaria por probar si estos
eventos moleculares reflejan un incremento en la maduracion
de la afinidad loca de las células B autorreactivas con
especificidad antigénica para antigenos glandulares y potencial
patogénico.

Entre las conclusiones de los autores, estd que €l tratamiento
con Rituximab no afecta € incremento de la expansion clonal
observada en las glandulas salivales de los pacientes con pSS.
La presencia de células productoras de inmunoglobulina
clonalmente relacionadas antes y después del tratamiento con
Rituximab sugiere fuertemente que las células productoras de
inmunoglobulina persisten en las glandulas sdivales de los
pacientes con pSS a pesar de la eliminacion de células B anivel
sistémico.51

Consecuencias | nmunolégicas de la terapia con Rituximab
Una posibilidad evidente debida al periodo de eliminacion de
las células B a nivel periférico por €l uso de Rituximab es €l
riesgo de infeccion. Una consecuenciainmediataes el efecto de
poder mantener los titulos de inmunoglobulinas y la habilidad
de responder a nuevos antigenos. Dos estudios clinicos han
tratado de responder estas interrogantes.

Un estudio conducido en pacientes con artritis reumatoide (AR)
activa, divididos en dos grupos, €l primer grupo fue vacunado
4-8 semanas después del tratamiento con Rituximab (subgrupo
temprano) y otro 6-10 meses después del tratamiento (subgrupo
tardio). El segundo grupo consistié de pacientes tratados con
metotrexato. Los dos grupos fueron inmunizados con virus de
influenza, midiendo la respuesta por medio de la media
geométrica del titulo de anticuerpos. El estudio muestra que la
respuesta humoral alavacunadeinfluenzaen pacientescon AR
esta severamente bloqueada comparada con aquellos pacientes
gue recibieron metotrexato y os sujetos controles. Sin embargo
este bloqueo es temporal ya que hay un aumento significativo
de la media geométrica del titulo de anticuerpos después de la
vacunacién en el subgrupo de Rituximab tardio, mientrasque en
el subgrupo temprano no hubo un incremento. Por otra parte las
células B de sangre periférica que se recuperan después del
tratamiento con Rituximab consisten principalmente de células
B inmaduras'y virgenes. En conclusién los autores recomiendan
la vacunacion anual de pacientes con AR a pesar de la
disminucion de larespuestainmune humoral, yaque esta Ultima
se restaura parcialmente en los siguientes 6-10 meses después
del tratamiento con Rituximah.6?

En un segundo estudio se traté de identificar los factores de
riesgo de eventos de infeccion severa (SIEs) siguiendo a los
doce meses de administracion de Rituximab. Se estudiaron 69

pacientes, de los cuales 55 recibieron una dosis de tratamiento,
10 dos dosis y 4 recibieron 3. Durante el tratamiento 12
pacientes tuvieron al menos un evento de infeccién severa
(SIE, por sus siglas en inglés) durante o después de la
administracion de Rituximab (17.4 % de los pacientes), todos
fueron infecciones bacterianas (S. pneumonia, E. coli y H.
influenzae) o infecciones bacterianas sospechosas. La tasa de
infeccion severafue de 18.7 por 100 pacientes por afio. A los 12
meses de iniciada la terapia con €l anticuerpo 5 pacientes
murieron de infecciones (5/12). De estos Ultimos ninguno habia
recibido la vacuna de neumococo y todos recibieron
prednisolona a mismo tiempo que Rituximab.

Por Ultimo el estudio arrojo los siguientes factores de riesgo en
pacientes tratados con Rituximab: Dosis adtas de
corticoesteroides (> 15 mg/dia), insuficiencia renal, un nivel
bajo de 1gG y una cuenta baja de células B CD19+. También
sugieren la aplicacion de la vacuna de neumococo de todos los
pacientes 3 0 4 semanas antes de laprimera dosis de Rituximab,
asi como limitar la dosis de corticoesteroides por debajo de 15
mg/ml o disminuir répidamente la dosis de |os esteroides. 63

En resumen, Rituximab puede afectar la generacién de
anticuerpos en una respuesta de memoria o hacia un antigeno
nuevo, y la eliminacion de células B previo a la vacunacion
compromete la habilidad del sistema inmune para montar una
respuesta humoral adecuada. Por otra parte, la presencia de
células B de memoria pre-existentes y células plasméticas de
larga vida en contra de los antigenos de la vacuna se asocia con
la habilidad de montar una respuesta por anticuerpos adecuada,
comparada con |os antigenos en una primerainmunizacién, una
posible explicacion aesto es que estas cél ul as habitan en lugares
protegidos, lo que las vuelve resistentes a tratamiento con
Rituximab. Una evidencia de esto es la observacién hecha por
Cambridge y col. en la cua los titulos de anticuerpos
anti-microbianos, no modifican su titulo después del
tratamiento con Rituximab, lo cual reflgjarespuestas por células
B preexistentes.4

Se ha observado la presencia de interferdn tipo 1y de células
productoras de interferon en glandulas salivales de pacientes
con pSS.%5 En un estudio realizado por Emamian demostraron
que € interferon tipo | esimportante en el sindrome de Sjégren
no sblo a nivel glandular sino también a nivel sistémico en la
enfermedad SLE. También mostraron que la presencia del IFN
es importante en pacientes con autoanticuerpos, 1o que sugiere
unarelacion entre IFN tipo 1y la activacion de células B.58

BAFF

BAFF es una proteina transmembranal tipo Il (32 kDa). La
forma biol 6gi camente activa es trimérica.5” BAFF es producido
principalmente por monocitos, macréfagos, células dendriticas
y células B, aunque también es producido por céulas no-linfoides
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como los astrocitos, sinoviocitos y células epiteliales.58

BAFF promueve lasobrevivenciay secrecidn de anticuerpos en
las células B. Las células B son més dependientes de este factor
para su sobrevivencia que células B alorreactivas®® En
pacientes con sindrome de Sjogren los niveles de BAFF
correlacionan con los niveles de anticuerpos anti-SSA/SSB y
factor reumatoide. La sobreexpresion de BAFF esta asociada
con anormalidades de células B en sindrome de Sjogren, tales
como distribucién de células B aberrante, hiperactividad y
produccidn de autoanticuerpos.”®

La expresion de BAFF también se encuentra incrementada en
glandulas salivales de pacientes con el sindrome, comparados
con los controles. En esta patologia BAFF también es expresado
por las células T, B y células salivales ademas de monocitos y
células dendriticas. La expresion aberrante de BAFF en las
glandulas salivales impacta exclusivamente a las células B. De
importancia es e hecho de que la secrecion de BAFF es
estimulada principal mente por los interferones (IFNs).”t

Se ha demostrado que IFN tipo | induce la expresion de BAFF
en cultivo de monocitos y células epitelides de glandulas
salivales de pacientes con pSS. Esta citocina puede inducir la
estimulacion policlonal de células B lo cual resulta en una dta
produccion de  autoanticuerpos 'y  una  reaccion
antigeno-anticuerpo incrementada lo cual aumenta el consumo
de complemento.56

Una posibilidad de terapia es el blogueo de la secrecion de
interferones a través del uso de hidroxicloroguina (HCQ), la
mayoria de las drogas reportadas para el tratamiento de los
sintomas de resequedad en pacientes con pSS en general tienen
un efecto placebo por lo que no mejoran lafuncién glandular. El
uso de HCQ mejora significativamente la produccion de saliva,
este efecto se observamejor en pacientes. Sin embargo en otros
estudios controladosy prospectivos no se observaron beneficios
claros con e uso de hidroxicloroquina (dolor muscular y de
articulaciones, fatiga).”

BAFF es un agente terapéutico de particular importancia. Se ha
disefiado un anticuerpo: Belimumab, €l cua es un anticuerpo
monoclonal anti-BAFF y que solo reconoce BAFF, sin embargo
solo se ha probado en Lupus Eritematoso Sistémico (SLE) con
buenos resultados mientras que en sindrome de Sjégren hay tres
diferentes clases de antagonistas de BAFF |os que se encuentran
en varios estadios del desarrollo clinico. Los bloqueadores
selectivos de BAFF previenen la interaccion de BAFF con su
receptor. Las drogas que se incluyen en estos ensayos clinicos
son un anticuerpo contra BAFF (anti-BLys, Belimumab o
Lymphostat B) y una proteina que consiste de Fc de
inmunoglobulina humana fusionada a dominio extracelular de
BAFF-R (Briobacept, BAFF-R-Ig, BR3-Fc).”

LSS EARMACEUTICAS

Dada la importancia de BAFF en las anormalidades de las
células B vistas en pSS, los ensayos clinicos con anti-BAFF
deben ser de gran interés pero se requieren de estudios
inmunologicos posteriores antes de ensayos clinicos en
humanos.”

Por Gltimo, el uso de anti-CD20 disminuye las células B de las
glandulas sdivales de pacientes con pSS, estos estudios
sugieren que Rituximab puede mejorar de manera subjetiva las
manifestaciones extraglandulares. Los niveles basales séricos
de BAFF correlacionan de manerainversa con laduracion dela
reduccién delas células B, mientras mayores sean los niveles de
BAFF menor es la carencia de células B. La repoblacion de
células B debe ser modulada por BAFF através de los efectos
de su vida Util.”> La influencia de BAFF en €l regreso de las
células B es soportado por € hecho de que las células B que
infiltran las glandulas salivales no solo expresan receptores
BAFF sino que también tienen la habilidad de sintetizar esta
citocina.”® Algo relevante es €l hecho de que €l efecto benéfico
de la disminucion de células B puede ser compensado por un
efecto antiapoptotico de células B que reemergen. Por 1o que se
ha observado que amayores sean los niveles de BAFF antes del
tratamiento menor es la duracion del abatimiento de células B.
Por lo anterior s Rituximab se aplica como estrategia de
tratamiento para pSS se requiere un conoci miento mas profundo
de los niveles de BAFF que pueden ayudar en la aplicacion de
las dosis y frecuencia de la aplicacion de Rituximab.”” Por
tltimo un incremento en los niveles de BAFF que se han
descrito después del tratamiento con Rituximab puede producir
un efecto no deseado, afectando la tolerancia de la célulaB y
generando células B auto-reactivas. 8

Conclusiones

No hay duda de que €l sindrome de Sjogren es una enfermedad
enlacual lascélulas B juegan un papel clave en el desarrollo de
la enfermedad y algunas moléculas que se encuentran en la
superficie de las células B pueden ser € blanco de algunas
terapias con anticuerpos monoclonaes. Aunque no se puede
negar la importancia de la participacion de las células T. El
Rituximab, un anticuerpo monoclona dirigido contra el
marcador de células B CD20, mejora anormalidades objetivasy
subjetivas en pacientes con pSS activo. Las terapias mediante
las cuales se puedan eliminar las células B anormales pueden
ser efectivas previniendo la progresion hacia neoplasiasy en €l
mejoramiento de manifestaciones extraglandulares severas que
estan relacionadas con la produccion exagerada de anticuerpos
(hipergammaglobulinemia),  crioglobulinemia, — artritis 'y
vasculitis.

El factor activador de células B delafamiliade TNF se havisto



gue juega un papel muy importante en la sobrevivencia de la
célula B y por lo tanto posiblemente esté implicado en la
patogénesis de la autoinmunidad y dada la importancia de
BAFF en las anormalidades observadas en pSS, sin embargo se
requiere de ensayos clinicos con tratamientos utilizando
anticuerpos bloqueadores de BAFF, los cuales pueden ser de
gran interés, pero se requieren estudios clinicos cuidadosos que
permitan validar €l uso de estos anticuerpos antes de probarlos
en humanos.

Como se ha discutido anteriormente algunas anormalidades en
las células B han sido caracterizadas en el sindrome de Sjogren.
Por lo que un mejor conocimiento de las poblaciones de células
B implicadas en la enfermedad mejoraria las terapias dirigidas
en contra de estas.
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