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RESUMEN

El éxito del rituximab en el tratamiento de pacientes con
artritis reumatoide (AR) ha favorecido la reevaluacion del
papel de los linfocitos B en la patogenia de esta enferme-
dad. En la membrana sinovial inflamada de pacientes con AR
se observa una acumulacion y expansion clonal de linfocitos B,
formacion ectopica de centros germinales, acumulacion de
células plasmaticas, produccion local de autoanticuerpos y
depdsito de inmunocomplejos. Ademas, en modelos anima-
les de artritis inflamatoria se ha demostrado que las células
B son necesarias para que se produzca el dafio mediado por
linfocitos T. Todo ello indica que los linfocitos B son impor-
tantes en la patogenia de la AR. Varios estudios han demos-
trado que el contacto con fibroblastos sinoviales es esencial
para la acumulacion y la supervivencia de los linfocitos B en
la articulacion reumatoidea, asi como para su diferenciacion
hacia células plasmaticas.

Palabras clave: Artritis reumatoide. Linfocito B. Sinoviocito
tipo fibroblasto.

INTRODUCCION

En la artritis reumatoide (AR) el tejido sinovial po-
see una capa intima hiperplasica y redundante
compuesta por macrofagos y sinoviocitos tipo fi-
broblasto (FLS)*4. Adyacentes a esta capa se encuen-
tran infiltrados de monocitos, macréfagos y linfoci-
tos T, que producen factor de necrosis tumoral alfa
(TNFa), interleucina (IL) 1, IL-15, IL-17 y pequenas
cantidades de interfer6n gamma (IFNY)5®. Ademas,
la sinovial inflamada contiene numerosas células B
que con frecuencia se organizan en seudofoliculos
nodulares, semejantes a centros germinales®.
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ABSTRACT

The success of rituximab in the treatment of patients with
RA has led investigators to reassess the role of B cells in RA
pathogenesis. In the RA synovium there is B-lymphocyte ac-
cumulation and clonal expansion, formation of ectopic ger-
minal centers, plasma cell accumulation, and deposits of
immune complexes, suggesting that B cells and their pro-
ducts participate in disease progression. Moreover, a re-
cently described animal model that simulates RA demons-
trates a critical need for B cells in the transition of T-cell
autoreactivity to immunoglobulin-mediated joint destruc-
tion. Prior in vitro studies of requirements for B-cell survival
in the synovial membrane and local differentiation into plas-
ma cells concluded that cell contact between synovial fibro-
blasts and B cells is essential.

Key words: Rheumatoid arthritis. B lymphocyte. Fibroblast-
like synoviocyte.

El éxito del rituximab en el tratamiento de pacien-
tes con AR ha favorecido la reevaluacion del papel
de los linfocitos B en la patogenia de la AR'. Los
linfocitos B producen anticuerpos como el factor
reumatoide y los anticuerpos antipéptidos citruli-
nados, que contribuyen a la formaciéon de inmuno-
complejos y a la activacién del complemento en las
articulaciones®. Son también células presentado-
ras de antigeno muy eficaces, y pueden activar a los
linfocitos T mediante la expresion de moléculas co-
estimuladoras®. Ademaés, los linfocitos B producen
quimiocinas y citocinas que favorecen la infiltra-
cién de leucocitos en las articulaciones, la forma-
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ci6n de estructuras linfoides ectdpicas, la angiogé-
nesis y la hiperplasia sinovial.

Se ha descrito que los FLS tienen propiedades
intrinsecas de células dendriticas foliculares®, y po-
drian ser esenciales en la formacion de los seudofo-
liculos sinoviales. Los FLS producen quimiocinas,
como el SDF-1 (factor 1 derivado de la estroma,
CXCL12)8 y CXCL13 (B cell chemoattractant-1)*,
que posiblemente contribuyen a reclutar células B
hacia la articulacion, donde las interacciones entre
los FLS y las células B mediadas por moléculas de
adhesion, como CD106 (VCAM-1) o CS-1 fibronec-
tina‘®, aumentan la supervivencia de los linfocitos
B213, En estudios in vitro a corto plazo (horas), se
ha demostrado que la unién de las integrinas o4 y
el CXCR4 expresados en la superficie de las células B
con sus respectivos ligandos, VCAM-1 (CD106) y
SDF-1, presentes en los FLS, protege a las células B
frente a la apoptosis espontanea. Recientemente se
ha descrito que los FLS de AR expresan BAFF (fac-
tor activador de células B) funcionalmente activo?,
que contribuiria de manera importante al efecto de
los FLS en los linfocitos B.

PAPEL DE LOS FIBROBLASTOS EN LA
CRONIFICACION DE LAS RESPUESTAS
INFLAMATORIAS

Hasta hace relativamente poco tiempo, los inmu-
noélogos consideraban que la activaciéon de los fi-
broblastos carecia de importancia relativa en la
regulaciéon de la respuesta inmunitaria y centra-
ban su estudio en las interacciones entre linfoci-
tos, macréfagos y células dendriticas, todas las
cuales generan respuestas dependientes de anti-
geno®. Sin embargo, muchas sefiales de peligro
no son antigeno-especificas, y los modelos actua-
les de regulacién de la respuesta inmunitaria in-
cluyen un sistema ampliado, en el cual las células
de la estroma desempefian un papel fundamental
en la transiciéon de la respuesta inmunitaria innata
hacia la inmunidad adquirida, asi como en la trans-
formaciéon de una respuesta inflamatoria aguda
autolimitada en una inflamacién crénica persis-
tente®.

Las respuestas inflamatorias tienen lugar en mi-
croambientes tisulares. Estos microambientes se
componen de muchos tipos celulares diferentes
que, con frecuencia, se encuentran en diferentes

estadios de activacién y diferenciacion'®. Los me-
canismos responsables del reclutamiento y migra-
cion de los leucocitos de sangre periférica hacia los
lugares de inflamacién son bien conocidos. Sin
embargo, se ha estudiado menos cuales son los
factores de la persistencia de los leucocitos en los
tejidos cronicamente inflamados. El reclutamiento
de células hacia el tejido ocurre a través del endo-
telio vascular y requiere un conjunto combinado
de interacciones celulares que comprende recepto-
res de captura (selectinas), moléculas de activacion
(quimiocinas) y receptores de adhesiéon (integri-
nas). Una vez que una célula ha sido reclutada por
un tejido, debe tomar varias decisiones: ¢deberia
explorar brevemente el ambiente estromal en su
camino de salida hacia los vasos linfaticos o debe-
ria permanecer en el intersticio durante un perio-
do més largo? ¢Deberia diferenciarse, proliferar o
morir? Se ha descrito que las células de la estroma,
como los fibroblastos, afectan directamente al
comportamiento de las células infiltrantes, pues
proporcionan sefiales que favorecen la retencion,
diferenciacion y/o salida de los leucocitos. Para
conseguir la resoluciéon de la lesién inflamatoria,
las células muertas o redundantes que fueron re-
clutadas y se expandieron durante la fase activa de
la inflamacion deben ser eliminadas. La elimina-
cion de las células efectoras indeseadas al final de
una respuesta inflamatoria parece ser el resultado
de una desaparicién de sefiales de supervivencia
derivadas de las células de la estroma, que da lugar
a la apoptosis y la ulterior fagocitosis de células
muertas?. En los procesos inflamatorios croénicos,
esta fase de resolucion esté alterada y se favorece
la persistencia del infiltrado inflamatorio, la hiper-
plasia tisular y finalmente la destruccién tisular y
la deformidad®.

Los fibroblastos son células ubicuas que aportan
fuerza mecénica a los tejidos mediante la creacion
de una red de soporte de matriz extracelular®. Sin
embargo, no todos los fibroblastos son iguales:
aunque la mayoria tiene un origen mesodérmico,
los fibroblastos de la regién de la cabeza y el cuello
derivan del tejido de la cresta neural (es decir, son
de origen ectodérmico)?>2'. Ademas, los fibroblas-
tos del timo son importantes en el desarrollo tem-
prano de las células T, lo cual explica por qué la
destruccion de la cresta neural cefilica da lugar a
un retraso del desarrollo del tejido linfoide del
timo, asi como a defectos craneofaciales y cardia-
cos?2. Por otro lado, los fibroblastos aislados de di-
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ferentes tejidos muestran propiedades funcionales
diferentes®s. De acuerdo con los requerimientos
biofisicos especificos de los distintos tejidos, se han
descrito diferencias fenotipicas en las bien conoci-
das funciones estructurales de los fibroblastos,
como capacidad migratoria, produccion, degrada-
ci6n y contractilidad de la matriz extracelular?. Las
menos conocidas funciones inmunomoduladoras
de los fibroblastos también varian de acuerdo con
la localizaci6n anatémica y el estadio de la enfer-
medad?+.

Las caracteristicas fenotipicas de los fibroblastos
de diferentes localizaciones anatémicas se mantie-
nen incluso después de periodos prolongados de
cultivo in vitro, lo que indica que muchos fibro-
blastos poseen un fenotipo “grabado” que es tre-
mendamente estable’. Ademas, parece que los fi-
broblastos no son una poblacién homogénea ni
siquiera dentro de un mismo tejido, sino que exis-
ten subtipos celulares, como ocurre con los macré-
fagos tisulares y las células dendriticas®. Se ha
descrito que el tejido conectivo contiene una mez-
cla de distintos linajes de fibroblastos, de manera
que fibroblastos maduros coexisten con fibroblas-
tos inmaduros (con frecuencia llamados fibroblastos
mesenquimatosos), capaces de diferenciarse hacia
otras células del tejido conectivo®®. Ademaés, se han
encontrado precursores de fibroblastos circulantes
en sangre periférica?. Estas células circulantes com-
parten muchas propiedades con las células madre
de la estroma de la médula 6sea y son capaces de
diferenciarse en varios linajes celulares?®2°. La di-
versidad fenotipica y funcional que caracteriza a
los fibroblastos de diferentes lugares anatémicos
puede desempefiar un papel importante en la sus-
ceptibilidad intrinseca de diferentes 6rganos a los
estimulos inflamatorios. Podria también explicar
por qué las recurrencias de la inflamacién crénica
son, con frecuencia, especificas de un determinado
tejido y una determinada localizacion®.

La base molecular de la diversidad de los fibroblas-
tos no se ha estudiado hasta hace poco. Varios gru-
pos de investigacién independientes han analizado
el transcriptoma de un panel de fibroblastos hu-
manos3®3t, El andlisis comparativo revel6 que los
perfiles transcripcionales de los fibroblastos se or-
ganizan en grupos bien definidos segtn la localiza-
ci6n anatomica. Es mas, expresiones especificas de
genes homeobox (HOX) mostraron una fuerte aso-
ciacion con cada grupo3'. Los genes HOX codifican
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factores de transcripciéon que confieren identidad
regional a los tejidos32. Esto confirma que los fi-
broblastos poseen identidad posicional que estd
impresa transcripcionalmente y ayuda a compren-
der por qué existe una diversidad estable de fibro-
blastos en el adulto, incluso dentro de un mismo
tejido.

Esta diversidad no es tinica de los fibroblastos de la
estroma tisular. Las células endoteliales vasculares
cultivadas de diferentes lugares anatémicos tam-
bién muestran una amplia diversidad de perfiles
transcripcionales y protedmicos3334, Ademés, una
aproximaci6on similar ha revelado diferencias bio-
l6gicas importantes entre el endotelio vascular y el
linfatico3s. Otros elementos de la estroma, como las
células epiteliales, las células del musculo liso y los
pericitos, probablemente sean tan variados como
los fibroblastos.

Puesto que los fibroblastos son células de vida re-
lativamente larga, debe de haber un buen mecanis-
mo de control para prevenir la sobreestimulacion
del sistema inmunitario que conduciria a la persis-
tencia de la inflamacion. Los fibroblastos extraidos
de tejidos inflamados muestran un fenotipo com-
pletamente diferente de los fibroblastos tomados
de tejidos normales en la misma localizacién ana-
tomicas3®. Por ejemplo, los fibroblastos sinoviales
de pacientes con artritis reumatoide tienen propie-
dades tnicas y secretan un patrén especifico de ci-
tocinas, completamente distinto de los fibroblastos
de articulaciones no inflamadas. Este fenotipo
especifico se mantiene en ausencia de estimulos
externos a lo largo de muchos pases en cultivo, lo
cual implica la existencia de alteraciones estables
de la funcién celular. Estos cambios fenotipicos se
relacionan con notables diferencias funcionales
entre fibroblastos reumatoides y no reumatoides
en su capacidad para modificar la supervivencia,
diferenciacion y acumulacion de leucocitos en la
membrana sinovial3®. Del mismo modo, los fibro-
blastos pulmonares aislados de ratones con granu-
lomas Th1 o Th2 inducidos experimentalmente ex-
presan diferente patrén de quimiocinas y producen
diferentes tipos de matriz extracelular entre si, lo
que indicaria que los fibroblastos pueden regular
el equilibrio Th1-Th2 en el tejido inflamado?. Es-
tudios in vivo con ratones transgénicos han mos-
trado que la expresion espacial y temporal ectopica
de citocinas, como la IL-1y el factor transformador
de crecimiento beta (TGFp), puede determinar el
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patrén y la persistencia de los infiltrados inflama-
torios y dar lugar a dafio tisular y fibrosis®%. Es
decir, existe evidencia de que los fibroblastos pue-
den transformar respuestas inmunitarias en reac-
ciones inflamatorias crénicas.

Las bases moleculares del fenotipo activado persis-
tente de los fibroblastos presentes en los lugares de
inflamaciéon crénica sigue sin estar clara. Se ha
descrito la alteracién de una serie de vias de sefali-
zacion3®. Entre ellas, la via de sefalizacién del nu-
clear factor of kappa B polypeptide gene en-
hancerir B cells (NF-xB) parece ser fundamental
en la perpetuacion de la hiperplasia tisular y la res-
puesta inflamatoria“°.

CARACTERISTICAS FENOTIPICAS

Y FUNCIONALES DE LOS SINOVIOCITOS
TIPO FIBROBLASTO DE LA ARTRITIS
REUMATOIDE

Los FLS de la AR en cultivo muestran una morfolo-
gia estrellada, aumento de la tasa de crecimiento y
alteracion de la capacidad migratoria y expresan
constitutivamente genes proinflamatorios, metalo-
proteasas y proteinas de matriz que facilitan la lo-
calizacion de las células del sistema inmunitario en
la articulaci6n#-42, Tienen un aspecto muy diferen-
te del de los fibroblastos derivados de otros tejidos
como la piel y el pulmén y su patrén de expresion
génica determinada mediante microarrays de
ADNCc es muy distinto. Su comportamiento es tam-
bién caracteristico. El trasplante de fibroblastos
reumatoideos junto con matriz cartilaginosa a rato-
nes con inmunodeficiencia grave combinada da lu-
gar a la invasion de la matriz cartilaginosa y a pro-
ducciéon de un tejido similar al pannus#. Los
fibroblastos de pacientes con artrosis y los fibro-
blastos normales de piel no invaden el cartilago, lo
cual indicaria que éste es un fenotipo intrinseco de
los fibroblastos reumatoideos*s.

EFECTO DE LOS SINOVIOCITOS TIPO
FIBROBLASTO DE ARTRITIS
REUMATOIDE EN LOS LIFOCITOS B

Los FLS de la AR tienen la capacidad de aumentar
la supervivencia de los linfocitos B y favorecer su
diferenciaciéon terminal hacia células plasmaéticas,
propiedades que comparten con las células dendri-

ticas foliculares*? y con las células “tipo nodriza” de
la médula 6sea.

Los FLS del AR tienen propiedades
de células dendriticas foliculares

Los centros germinales de los foliculos linfoides
son los lugares donde se generan los linfocitos B de
memoria*. En ellos se encuentran las células den-
driticas foliculares, que son fundamentales para la
supervivencia de los linfocitos B de memoria por su
capacidad para inhibir la apoptosis de éstas*. En
condiciones fisiologicas, la formaciéon de células
dendriticas foliculares y centros germinales ocurre
exclusivamente en los 6rganos linfoides periféri-
cos*®. En la sinovial inflamada de los pacientes con
AR, se observan con frecuencia infiltrados linfono-
dulares que contienen foliculos linfoides con cen-
tros germinales'. Varios autores han demostrado
la presencia en ellos de células que expresan mar-
cadores de células dendriticas foliculares (CDF),
como VCAM-1, CD55 (DAF, complement decay-
accelerating factor) y DRC-1, y se ha afirmado que
esta caracteristica es especifica de la AR448, La for-
macién ectopica de centros germinales puede crear
el microambiente apropiado en el cual las células B
sobreviven y producen localmente factor reumatoi-
de IgG*.

No se sabe cudl es el origen de las CDF. Las CDF
muestran un solapamiento fenotipico con los fi-
broblastos®® y estudios ontogenéticos indican que
se originan a partir de células de la estromas'. En
animales que se estin recuperando de un estado
de inmunosupresién, se ha demostrado que la
presencia local de células B es un requisito para
la induccién de CDF a partir de precursores de la
estromas?. Los fibroblastos sinoviales de AR po-
seen caracteristicas funcionales de CDF** por su
capacidad de unirse a linfocitos B de centros ger-
minales y aumentar su supervivencia. En condi-
ciones basales, la expresion de marcadores feno-
tipicos de CDF (VCAM-1, CD55, DRC-1) en los
FLS de AR es muy baja'?, y aumenta notablemen-
te tras la estimulacién con citocinas proinflama-
torias como el TNFo y la IL-1B*. La capacidad de
los FLS de la AR de funcionar como CDF es inde-
pendiente de la expresiéon de marcadores fenoti-
picos caracteristicos, ocurre en ausencia de esti-
mulacién con citocinas y se mantiene durante
muchos pases®.
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Los FLS de AR tienen propiedades
de células “tipo nodriza” de la estroma
de la médula 6sea

Por otro lado, se ha observado que los FLS presen-
tes en la sinovial reumatoidea inflamada compar-
ten muchas caracteristicas con las células madre
mesenquimales que circulan en sangre periférica y
podrian originarse de ellas®>53. Una caracteristica
comun de estas células de la estroma mesenquimal
es su capacidad para producir grandes cantidades
de la quimiocina SDF-1 (CXCL12). Los FLS de la
AR expresan gran cantidad de SDF-1, determinado
por PCR (reacci6on en cadena de la polimerasa)
cuantitativa en tiempo real’s. En el microambiente
hemopoyético, el SDF-1 secretado por las células
de la estroma de la médula dsea retiene a las célu-
las B en desarrollo en contacto proximo con ellas.
Del mismo modo, el SDF-1 producido por los FLS
de la AR atrae y retiene a las células B en la mem-
brana sinovial. Los fibroblastos reumatoideos ex-
presan otros marcadores tipicos de las células de la
estroma de la médula 6sea, como VCAM-1, BST-1
(CD157), CXCLa3 (B cell-attracting chemokine-1
[BCA-1]), CCL19 (EBI1 ligand chemokine [ELC]) y
CCL21 (secondary lymphoid-tissue chemokine
[SLC]) y producen constitutivamente citocinas
como el factor estimulador de colonias de granulo-
citos y macroéfagos (GM-CSF), IL-6, IL-7, factor de
crecimiento fibroblastico (FGF) 7 y FGF-10. Los fi-
broblastos reumatoideos también expresan recep-
tores para proteinas morfogenéticas del hueso
(BMP) y proteinas implicadas en el desarrollo em-
brionario (los receptores para proteinas wnt, frizz-
led y wingless) que se encuentran en las células
progenitoras mesenquimales'o54.

Estudios in vitro han demostrado que los linfocitos
B pueden migrar a través de capas de FLS de la AR
y permanecer en estrecho contacto con éstos, lo
cual les confiere resistencia a la apoptosis esponta-
nea's. Esta propiedad es tipica de las células “tipo
nodriza” de la estroma de la médula 6sea®. El tér-
mino “célula tipo nodriza” (nurse-like cell) se acu-
fi6 en contraposicion a las células nodriza propia-
mente dichas (nurse cells) que se encuentran en el
timo y forman complejos protectores caracteristi-
cos con linfocitos T inmaduros. Los timocitos mi-
gran activamente y se introducen en el citoplasma
de las células nodriza del timo. La migracién activa
de timocitos hacia el citoplasma de estas células
nodriza se denomina emperipolesis®. En la médula
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6sea existen unas células llamadas “tipo nodriza”,
diferentes de las células nodriza propiamente di-
chas presentes en el timo. A diferencia de lo que
ocurre en el timo, en la médula 6sea los linfocitos B
y T se adhieren a las células “tipo nodriza” y reptan
hasta colocarse por debajo de ellas'*'3, pero no son
internalizadas. Este proceso se denomina seudo-
emperipolesis. De modo analogo a las células “tipo
nodriza” de la estroma de la médula 6sea, las célu-
las “tipo nodriza” de la sinovial reumatoidea sopor-
tan la seudoemperipolesis de células B+. Algunos
autores han senalado que las células “tipo nodriza”
constituyen una poblacién tnica de células sinovia-
les caracteristica de los pacientes con AR*. Se ha
demostrado que la quimiocina CXC SDF-1y su re-
ceptor CXCR4, asi como VCAM-1 (CD106) y su re-
ceptor, la integrina 04p1 VLA-4 (CD49d) estan im-
plicados en las propiedades “tipo nodriza” de los
FLS™ 344,

Las células tipo nodriza y las CDF de la AR compar-
ten muchas caracteristicas fenotipicas y funciona-
les. Como hemos visto, ambos tipos celulares favo-
recen la viabilidad de los linfocitos B y comparten
la expresion constitutiva de VCAM-1 (CD106), que
desempefia un papel muy importante en la interac-
ci6n de las CDF con las células B tanto in vivo como
in vitro. Se ha descrito, ademaés, que las CDF tam-
bién son capaces de favorecer la seudoemperipole-
sis’® e incluso hay descripciones de emperipolesis
mediada por CDF#°. Sin embargo, hay diferencias
entre las CDF y las células tipo nodriza de AR en
cuanto a produccion de citocinas” y marcadores de
superficie’®. Las células tipo nodriza de AR no ex-
presan CD21 ni CD35, que son marcadores caracte-
risticos de CDF clasicas®.

Los FLS de AR expresan BAFF

Recientemente se ha descrito que los FLS de la AR
expresan BAFF”. El BAFF (también conocido
como BlyS, TALL-1, THANK o ZTNF4) es un nuevo
miembro de la familia del TNF que regula la super-
vivencia y la activacion de los linfocitos B%9. El
BAFF se une a 3 receptores, BAFF-R, TACI y
BCMA, y es muy importante no solamente en la su-
pervivencia de los linfocitos B y las células plasma-
ticas, sino también en el cambio de isotipo de anti-
cuerpos independiente de CD154 (CD40L), en el
mantenimiento de centros germinales, en las res-
puestas de anticuerpos dependientes e indepen-
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dientes de células T y en la coestimulacion de célu-
las T. La deficiencia de BAFF da lugar a una reduc-
ci6n en el nimero total de linfocitos B periféricos y
una disminuciéon de la capacidad de generar res-
puestas inmunitarias de autoanticuerpos®. Por el
contrario, la sobreexpresiéon de BAFF se relaciona
con la autoinmunidad tanto en ratones como en
humanos®.

Durante un tiempo se crey6 que solamente las cé-
lulas de origen mielomonocitico son capaces de ex-
presar BAFF5. Por el contrario, un estudio reciente
demostr6 que las CDF también pueden expresar-
lo%. En un principio se supuso que la proteina
BAFF encontrada en el liquido sinovial de pacien-
tes con AR® y el ARNm de BAFF detectado en el
tejido sinovial de AR eran producidos por los ma-
crofagos que residen en la sinovial inflamada. Sin
embargo, se ha demostrado que los FLS de la capa
intima sinovial expresan ARNm para BAFF y se ti-
fien con un anticuerpo monoclonal anti-BAFF, y
esto se observa en células que se ha pasado mas de
3 veces y que carecen de contaminacién por mono-
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