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Resumen

Desde un punto de vista inmunolégico, la prenez en los
mamiferos placentarios (euterios) representa un fenémeno
fascinante y atin no comprendido en su totalidad. Duran-
te un periodo de tiempo especie dependiente, el sistema
inmune materno debe ser capaz de “tolerar” la presencia
de antigenos foraneos (antigenos paternos) presentes en
el feto, sin comprometer la capacidad de defensa materna.
Esto requiere el desarrollo de diferentes mecanismos inmu-
noldgicos que han sido seleccionados a lo largo de la evo-
lucién y que se encuentran estrictamente regulados. Estos
mecanismos involucran tanto a componentes del sistema
inmune innato como del adaptativo.

En esta revision discutiremos algunos de estos meca-
nismos poniendo especial énfasis en la participacion de los
linfocitos B tanto en el desarrollo del proceso de toleran-
cia inmunolégica que se produce durante la gestacion asi
como la implicancia de esta poblacion celular en ciertas
patologias asociadas al embarazo.

Abstract

From an immunological point of view, pregnancy in
placental mammals (eutherian) represents a fascinating
and not yet fully understood phenomenon. During a spe-
cie dependent period, the maternal immune system bas to
be capable to tolerate the presence of foreign antigens (pa-
ternal antigens) expressed on the fetus, without compro-
mising maternal defenses. This requires the development
of different immunological mechanisms that bave been
selected along evolution and are strictly regulated. These
mechanisms involved components from innate as well as
adaptive immune system.

Here we will discuss some of these mechanisms, ma-
king an especial emphasis on the role of B- lymphocytes
in the development of immune tolerance triggered during
gestation as well as their participation in pregnancy-as-
sociated pathologies.
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INTRODUCCION

El éxito reproductivo en los mamiferos placen-
tarios se sustenta, en gran medida, en la capacidad
del sistema inmune materno de adaptarse a la pre-
sencia de antigenos paternos presentes en el feto
sin perder la capacidad de defensa contra agentes
infecciosos. Este fendmeno inmunolégico requiere
el desarrollo de mecanismos especificos y altamen-
te regulados. Mas aun, fallas en la adquisicion de
estos mecanismos pueden conducir al desarrollo de
patologias asociadas al embarazo como ser abortos
recurrentes, preeclampsia y partos prematuros en-
tre otros'”. En este sentido diferentes componentes
del sistema inmune tanto innato como adaptativo,
incluyendo linfocitos T, células dendriticas, macro-
fagos y células NK (natural killers) han sido exten-
samente estudiados®!'. Sin embargo, a pesar de ser
componentes fundamentales en el desarrollo de
una respuesta inmunolégica, la participacion de los
linfocitos B en el contexto del embarazo no ha sido
sino hasta recientemente debidamente abordada.

En la presente revision comentaremos y discu-
tiremos detalladamente la informacion disponible
en la bibliografia referida a la participacion de los
linfocitos B en el desarrollo de la tolerancia inmu-
nologica durante la gestacion asi como la partici-
pacion de diferentes subpoblaciones de los mismos
en el desencadenamiento de ciertas patologias aso-
ciadas al embarazo.

Linfocitos B: generalidades

Los linfocitos B representan una poblacion celu-
lar heterogénea que ha sido cldsicamente dividida
en dos subgrupos: los linfocitos B1 y los linfocitos
B2. Estas sub-poblaciones poseen ontogenia, loca-
lizacion y funcionalidad diferentes'?. Mas reciente-
mente se ha descripto una tercera poblacién de
linfocitos B que debido a su capacidad inmunosu-
presora fueron denominados linfocitos B regulado-
res®. A continuacion se describen con cierto detalle
cada una de estas sub-poblaciones.

Linfocitos B2: linfocitos B foliculares
y de la zona marginal

Los linfocitos B2 constituyen mas del 95% de los
linfocitos B presentes en sangre periférica y en los
tejidos linfaticos secundarios'. A diferencia del lina-
je de linfocitos B1, los linfocitos B2 son producidos
continuamente durante la vida postnatal a partir de
precursores presentes en la médula dsea y poste-
riormente migran al bazo para continuar su madura-
cion®. En este 6rgano, y luego de atravesar diferen-
tes estadios transicionales, deben diferenciarse hacia
unos de los siguientes linajes: linfocitos B foliculares
(FO) o linfocitos B de la zona marginal (MZ). Estas
poblaciones celulares presentan localizacion, fenoti-
po vy funcionalidad completamente diferentes pero
complementarias entre si'®. Los linfocitos B MZ se lo-
calizan estratégicamente adyacentes al seno marginal
del bazo lo que les permite “censar” continuamente
antigenos presentes en sangre. Gracias a la alta ex-
presion de receptores tipo foll (TLRs), los linfocitos
B MZ reaccionan rapidamente ante la presencia de
antigenos microbianos, diferenciandose en células
plasmaticas de vida corta y productoras de anticuer-
pos de baja afinidad, fundamentales para contener
una primera ola de infeccion'®. A diferencia de los
linfocitos B FO, la activacion de los linfocitos B MZ
no requiere la colaboracion de linfocitos T CD4*. Por
otro lado, los linfocitos B MZ, conjuntamente con los
linfocitos B-1a, son responsables de la produccion
de anticuerpos naturales, los cuales no requieren la
exposicion a antigenos para su produccion!®®,

Los linfocitos B FO se localizan principalmente
en los nichos foliculares del bazo y de los ganglios
linfaticos. Su funcion principal es reconocer antige-
nos proteicos y diferenciarse a células plasmaticas
de larga duracion, productoras de anticuerpos es-
pecificos de alta afinidad, y células B de memoria®'.
Esto requiere el desarrollo de diferentes eventos
inmunoldgicos que involucran la participacion lin-
focitos T CD4" (LT foliculares o Tfh), como ser la
formacion del centro germinal, maduracion de la afi-
nidad y cambio de clase de inmunoglobulina, entre
otros?*?. Estos procesos pueden llevar entre 5 a 7
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dias, un periodo de tiempo que puede ser fatal ante
una infecciéon de diseminacion rapida y mas atn en
individuos con cierto compromiso del sistema inmu-
ne como es el caso de las mujeres embarazadas. Por
tal motivo, la primera barrera de defensa otorgada
por los linfocitos B de la zona marginal adquiere un
rol preponderante durante este periodo.

Linfocitos B1: linfocitos B1-a y B-1b

Los linfocitos Bl se originan principalmente du-
rante el desarrollo embrionario a partir de precursores
presentes en el higado fetal, y posteriormente durante
la vida postnatal y adulta se mantienen por division
celular®*®, En base a la expresion del marcador de
superficie CD5 se pueden distinguir dos sub-pobla-
ciones de linfocitos B1: los linfocitos B1-a, los cuales
expresan CD5, y los linfocitos B1-b que carecen de
la expresion de CD5*%. Como se menciond ante-
riormente, los linfocitos Bl-a producen anticuerpos
naturales, representando una de las primeras barreras
de neutralizacion de agentes patogenos. Ademas de
producir anticuerpos, los linfocitos Bl-a son capaces
de presentar antigenos a linfocitos T CD4* virgenes
induciendo su diferenciacion hacia fenotipos pro-in-
flamatorios (Th1/Th17)*%. Respecto de los linfocitos
B1-b, se los asocia a la produccion de anticuerpos de
baja afinidad luego de la exposicion a antigenos T
independientes del tipo 2, los cuales suelen ser hidra-
tos de carbono o proteinas que se expresan sobre la
superficie de microorganismos (generalmente polisa-
caridos de las capsulas bacterianas)®.

Linfocitos B reguladores

En los ultimos anos se ha demostrado que los
linfocitos B, y en particular una sub-poblacion de
estos mismos denominados linfocitos B reguladores
(Bregs), son capaces de ejercer una fuerte funcion
supresora en el sistema inmune?. Esta funcion esta
intimamente asociada a su capacidad de producir
altos niveles de la potente citoquina antiinflamatoria,
IL-10 y de este modo reducir la secrecion de INF-y,
TNF-o. e IL-17 por parte de los linfocitos T CD4*32%.
Mas aun, si bien diferentes fenotipos de Bregs han
sido descriptos tanto en humanos como en ratones
existe un fuerte consenso en la bibliografia que la
produccion IL-10 es la caracteristica distintiva de esta
poblacion celular’®*. La funcion supresora de las
c€lulas B reguladoras productoras de IL-10 ha sido
claramente demostrada tanto en procesos fisiologi-
cos como en ciertas enfermedades donde el sistema
inmune adquiere relevancia®-%,

Linfocitos B y embarazo

El desarrollo y distribucion de las principales po-
blaciones de linfocitos B2 sufre una serie de adapta-
ciones durante la gestacion

Durante los dltimos afios nuestro laboratorio ha
llevado adelante una serie de estudios tendiente a
elucidar la participacion de diferentes poblaciones
de linfocitos B en el contexto del embarazo. En este
sentido, nos interesé particularmente entender de
qué manera los cambios fisiologicos que ocurren
durante la gestacion afectan o alteran el desarrollo,
distribucion y funcionalidad de los linfocitos B2.

Utilizando un modelo murino pudimos observar
que durante la prenez existe una marcada disminu-
cion en la linfopoyesis de las células B2 por parte de
la médula 6sea®. Este fendmeno de disminucion de
la linfopoyesis de linfocitos B habia sido postulado
con anterioridad y propuesto como un mecanismo
protector tendiente a disminuir las posibilidades de
aparicion de clones de linfocitos B, cuyos receptores
pudieran reconocer antigenos fetales, induciendo
una respuesta inmune que pusiera en riesgo la con-
tinuidad del embarazo™. En relacién a esto ultimo,
Ait-Azzouzene et al., utilizando ratones modificados
genéticamente, demostraron que durante la pre-
fiez en la médula Osea se eliminan especificamente
aquellos linfocitos B en desarrollo cuyos receptores
reconocen antigenos fetales'. Sin embargo, el hecho
de que durante la gestacion se origine un menor nu-
mero de linfocitos B abrié un segundo interrogante
en cuanto a la capacidad de defensa de la madre
contra agentes patogenos. Este interrogante fue al
menos parcialmente resuelto cuando se analiz6 la
distribucion de las principales poblaciones de lin-
focitos B (linfocitos B foliculares y marginales) en
el bazo de hembras prenadas. Se observo que los
linfocitos B inmaduros que llegan al bazo durante
la prenez se diferencian principalmente hacia el li-
naje de linfocitos B de la zona marginal (MZ)¥, los
cuales -como se mencioné anteriormente- poseen
un fenotipo pre-activado y son capaces rapidamente
de reaccionar contra agentes patogenos'”'® lo que
maximizaria la capacidad de defensa de la madre
durante la gestacion. Reforzando esta idea, en un
trabajo posterior de nuestro laboratorio observamos
que fallas de la prefiez, como ser el desarrollo de
abortos espontdneos, se asocian a un nimero dismi-
nuido de linfocitos B MZ en el bazo*.

Estos hallazgos demuestran claramente como el
compartimento de linfocitos B se adapta durante la
gestacion y mas aun cémo la falla en el desarrollo
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de estos mecanismos adaptativos pueden conducir
a fallas del embarazo (Figura 1).

Preiiez
normal

Falla en la
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Tasa de
abortos

Transferencia
adoptiva

Figura 1: Representacion esquemdtica de la parficipacion de di-
ferentes poblaciones de linfocitos B durante el embarazo en ratén.
A) En prefieces normales los linfocitos B1-a disminuyen la expresion
de la molécula coestimuladora CD86 y de este modo inhiben la
diferenciacién de linfocitos T CD4* virgenes hacia fenofipos Th17 o
Th1. Sin embargo, linfocitos B-Ta de hembras con fallas de la prefiez
expresan niveles elevados de CD86 e inducen la diferenciacion de
un perfil proinflamatorio Th1/Th17. B) las poblaciones de linfocitos
B MZ y Bregs (producioras de IL-10) estén incrementadas en el bazo
durante la prefiez normal.  Esfo no ocurre ante una falla en la prefiez
y, en el caso de los linfocitos B MZ, se observa una disminucion de la
misma. Por ofro lado, la transferencia adoptiva de Bregs aisladas de
hembras con prefieces normales a hembras con fallas de la prefiez
genera una disminucién significativa en la incidencia de rechazo fetal
en eslos animales. B MZ: linfocitos B de la zona marginal; Bregs:
linfocitos B reguladores; MZ: linfocitos B de la zona marginal. Cruces
(X) representan inhibicion y/o disminucién.

Participaciéon de los linfocitos B1-a
(CD19+CD5*) en el desarrollo de
la preeclampsia

La preeclampsia (PE) es una enfermedad severa
que afecta a entre el 5-7% de todas las mujeres em-
barazadas®. Los sintomas, presion sanguinea elevada
y proteinuria aparecen normalmente hacia finales del
segundo trimestre o durante el tercer trimestre del
embarazo*“°, Si bien la etiologia de la preeclampsia
no se conoce en su totalidad, en los dltimos anos se
ha postulado que podria representar una enfermedad
de tipo autoinmune®. Esto se sustenta en el hecho
de que se ha descripto la presencia de autoanticuer-
pos en suero de mujeres preeclampticas los cuales se
encuentran ausentes en mujeres cursando embarazos
normales®™>!, Entre otros, el autoanticuerpo contra el
receptor tipo 1 de angiotensina II (AT1-AA) ha gana-

do gran notoriedad al demostrarse su capacidad de
inducir los sintomas de la preeclampsia al ser inyecta-
do en ratonas prefiadas™.

Teniendo en cuenta la importancia preponde-
rante del AT1-AA en el desarrollo de la fisiopa-
tologia de la preeclampsia, resulta fundamental
entender no s6lo de qué manera actda este au-
toanticuerpo sino también en qué contexto y qué
tipos de linfocitos B los producen. En relacion a
esto ultimo, en un trabajo previo observamos que
el ndmero de linfocitos Bl-a (CD19*CD5%) se en-
cuentra elevado en sangre periférica de mujeres
preeclampticas comparado con aquellas cursando
embarazos normales en el tercer trimestre. En el
mismo trabajo propusimos que este aumento del
numero de linfocitos Bl-a en mujeres preecldmpti-
cas podria estar regulado por los altos niveles de la
hormona gonadotropina coridnica humana (hCG)
encontrada en el suero de pacientes preeclampti-
cas®. Reforzando esta idea, demostramos que los
linfocitos Bl-a expresan niveles elevados del re-
ceptor de hCG y que esta hormona induce in vi-
tro la proliferacion de linfocitos B1-a*. Finalmente
comprobamos que los linfocitos Bl-a son capaces
de producir el autoanticuerpo contra el receptor
de angiotensina (AT1-AA) ligado al desarrollo de
la preeclampsia® (Figura 2). Resultara fundamental
determinar en el futuro el efecto de la hCG en la
activacion y posterior produccion de autoanticuer-
pos por parte de linfocitos Bl-a.

Otro aspecto clave en la fisiopatologia de la
preeclampsia esta determinado por la participa-
cion fundamental de poblaciones de linfocitos T
con un fenotipo pro-inflamatorio (Th1 y Th17)*.
En un modelo murino de fallas de la prefez, que
también fue propuesto como un modelo de pree-
clampsia, se demostré recientemente que ademads
de producir el autoanticuerpo AT1-AA, los linfoci-
tos Bl-a tienen un rol critico en el control de la di-
ferenciacion de los linfocitos T virgenes hacia feno-
tipos pro-inflamatorios. Se demostré también que
esta capacidad diferencial de los linfocitos Bl-a de
inducir linfocitos T virgenes hacia fenotipos Th1/
Th17 estd intimamente asociada con un aumento
en la expresion de la molécula co-estimuladora
CDS86 en linfocitos B1-a> (Figura 1).

En resumen, los linfocitos Bl-a tanto a través de
su funcién humoral (produccion de AT1-AA) como
celular, induccion de linfocitos Th1/Th17, partici-
parian activamente en el desarrollo de la fisiopato-
logia de la preeclampsia.
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Figura 2: Represeniacion esquemdtica de la participacion de dife-
rentes poblaciones de linfocitos B durante el embarazo en humanos.
A) los linfocitos B1-a se encuentran disminuidos durante el fercer tri-
mestre del embarazo. Sin embargo, en mujeres preeclémpticas hay un
incremento de esta poblacion linfocitaria acompafiado de un aumen-
to en la produccién de ATT-AA. B) El nimero de linfocitos B regulado-
res productores de I1-10 (Bregs| aumenta durante el primer timesre de
embarazo e inhibe la produccion de TNF-o. por parte de linfocitos T.
Esto no ocurre en el case de mujeres que sufren abortos esponténeos.
B1-a: linfocitos B1-a; AAAT1: autoanticuerpos antirecepior fipo 1 de
angiotensina ; Bregs: linfocitos B reguladores; Teff: linfocitos T CD4+
acfivados. Cruces [X) representan inhibicion y,/o disminucion.

Papel de los linfocitos B reguladores en
la tolerancia inmunolégica durante el
embarazo

Como se mencioné previamente, durante el em-
barazo se desarrolla una serie de eventos inmunolo-
gicos tendiente a “permitir” la presencia del feto se-
mialogénico durante un periodo de tiempo especie
dependiente. Entre otros mecanismos, se ha demos-
trado que la participacion de citoquinas antiinflama-
torias, como ser la interleuquina 10 (IL-10), tiene un
rol fundamental en el correcto desarrollo de la pre-
fiez. Mientras que el predominio o la presencia de
citoquinas proinflamatorias como ser el TNF-o (de
su nombre en inglés: Tumor Necrotic Factor Alpha)
se asocia a disturbios en el embarazo®.

Las células B reguladoras poseen propiedades
inmunomoduladoras asociadas principalmente a su
capacidad de producir IL-10. Teniendo en cuenta esta
funcion, se plante6 analizar su participacion en el em-
barazo. Se observo que la frecuencia de linfocitos B
reguladores (CD19*CD24"“D27*) aumenta significati-

vamente en sangre periférica de mujeres embarazadas
cursando el primer trimestre en comparacion a aque-
llas no embarazadas™®. Sin embargo, este aumento no
se observo en mujeres que sufren abortos esponta-
neos en el primer trimestre. Por otro lado, estudios
funcionales permitieron demostrar que los linfocitos
B reguladores ejercen una fuerte funcion supresora
en la produccion de TNF-o por parte de los linfocitos
T CD4* durante el embarazo. De manera interesante,
esta capacidad supresora se ve afectada en linfocitos
B reguladores de mujeres que sufren abortos espon-
taneos™. Estos resultados sugieren un rol preponde-
rante de los linfocitos B reguladores productores de
IL-10 durante la gestacion (Figura 2).

Esto fue posteriormente confirmado utilizando un
modelo murino de fallas de la prefiez”. Este modelo
nos permitié no solamente confirmar el aumento del
numero de linfocitos B reguladores en hembras cur-
sando prefieces normales sino también demostrar que
la sola transferencia adoptiva de células B reguladoras
provenientes de hembras con preneces normales, en
hembras que espontineamente desarrollan abortos,
disminuye significativamente la tasa de rechazo fetal
caracteristico de estos animales, confirmando de esta
manera la importancia funcional de estas células en el
entramado inmunol6gico necesario para el correcto
desarrollo de la prenez” (Figura 1).

CONCLUSIONES

Los linfocitos B son células pleiotropicas cuyas
funciones se extienden mas alld de la produccion
de anticuerpos. En este sentido, recientemente han
ganado una gran importancia como moduladoras
de la respuesta inmune a través de su capacidad
de secretar un amplio rango de citoquinas, y como
células presentadoras de antigenos.

El embarazo representa un desafio para el sis-
tema inmune materno que involucra el reorde-
namiento tanto del sistema inmune innato como
adaptativo. En este contexto, las modificaciones
que sufren las diferentes sub-poblaciones de linfo-
citos B durante este periodo resultan fundamenta-
les para el correcto desarrollo de la gestacion.
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