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Aunque se hace lo que se puede… 

 

 

Esto es solo el principio! 
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RESUMEN 
 
 

El Lupus Eritematoso Sistémico (LES) es una enfermedad autoinmune 

caracterizada por la hiperactividad de células T y B autorreactivas, la producción de 

autoanticuerpos y la formación de complejos inmunes que terminan desencadenando daño 

sistémico. La hiperactividad está mediada por la presentación de antígenos propios, por las 

células presentadoras de antígenos (APC) como las células dendríticas y los macrófagos. 

La principal función de los macrófagos es la fagocitosis de patógenos o células apoptóticas 

y la secreción de citoquinas y quimioquinas que influyen directamente en la respuesta 

inmune. Anormalidades en la fagocitosis de células apoptóticas por parte de los macrófagos 

han sido relacionadas con varias enfermedades autoinmunes e inflamatorias, incluyendo el 

Lupus. En la cavidad peritoneal, las poblaciones más numerosas de células del sistema 

inmune son los macrófagos y los linfocitos B. Estos últimos producen autoanticuerpos y 

están relacionados con el desarrollo de enfermedades autoinmunes como el Lupus. En 

base a estos antecedentes, en este seminario se estudió la interacción entre macrófagos y 

linfocitos B de la cavidad peritoneal, en ratones enfermos de Lupus y se compararon los 

resultados con ratones controles sanos. Para esto, analizamos la frecuencia de 

macrófagos, linfocitos B y linfocitos T de la cavidad peritoneal en el modelo murino de 

Lupus, NZB/W F1. Mediante análisis de citometría de flujo observamos un aumento 

significativo en la frecuencia de macrófagos y linfocitos T CD4, y una frecuencia 

significativamente menor de linfocitos B totales en la cavidad peritoneal de ratones 

enfermos en comparación con ratones controles. Además, observamos que los macrófagos 

peritoneales de los ratones enfermos tienen una menor expresión del receptor de manosa 

CD206 comparado a los ratones controles, dando cuenta de un fenotipo que se alejaría del 

perfil M2 antiinflamatorio. 
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Por otro parte, la mayor parte de los linfocitos B presentes en el peritoneo de los 

ratones lúpicos corresponden al fenotipo B1. Con el objetivo de estudiar la interacción entre 

macrófagos y linfocitos B, realizamos experimentos de cocultivo entre linfocitos B 

peritoneales de ratones controles y macrófagos peritoneales de ratones controles o lúpicos 

en presencia de LPS. En estas condiciones se produce la proliferación y diferenciación de 

los linfocitos B a células preplasmáticas. Nuestros resultados muestran que los macrófagos 

de ratones lúpicos producen una menor proliferación y diferenciación de los linfocitos B. 

 

En conclusión, en este trabajo mostramos que existen alteraciones en la frecuencia, 

fenotipo y función de los macrófagos presentes en la cavidad peritoneal durante el 

desarrollo del Lupus. Estas observaciones sugieren que los macrófagos peritoneales 

tendrían un rol relevante en el desarrollo del Lupus. 
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ABSTRACT 
  
 
Systemic Lupus Erythematosus (SLE) is an autoimmune disease characterized by the 

hyperactivity of autoreactive T and B cells, the production of autoantibodies and, the 

formation of immune complexes. Hyperactivity is mediated by the presentation of self-

antigens by antigen-presenting cells (APC) such as dendritic cells and macrophages. The 

primary function of macrophages in the phagocytosis of pathogens or apoptotic cells and 

the secretion of cytokines and chemokines that directly influence the immune response. 

Abnormalities in the phagocytosis of apoptotic cells by macrophages have been linked to 

several autoimmune and inflammatory diseases, including Lupus. In the peritoneal cavity, 

the most numerous populations of immune system cells are macrophages and B 

lymphocytes. The latter produces autoantibodies and has been related to autoimmune 

disease development such as Lupus. Based on this background, in this work was study the 

interaction between macrophages and B lymphocytes in the peritoneal cavity of diseased 

mice and compare then with healthy control mice. For this, we analyzed the frequency of 

macrophages, B lymphocytes, and T lymphocytes in the peritoneal cavity of a murine model 

of Lupus NZB/W F1. Using Flow cytometry, we observed a significant increase in the 

frequency of macrophages and CD4 T lymphocytes while B lymphocytes presented a 

significantly lower frequency in the peritoneal cavity of diseased mice when compared to 

control mice. Besides, we observed that peritoneal macrophages of diseased mice have a 

lower expression of the mannose receptor CD206 compare to control, suggesting a 

phenotype that would move away from the classic M2 anti-inflammatory profile.  

  

On the other hand, most of the B lymphocytes present in the peritoneum of lupus mice 

correspond to the B1 phenotype. In order to study the interaction between macrophage and 

B lymphocytes, we performed co-culture experiments between peritoneal B lymphocytes of 
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control mice and peritoneal macrophages from control or lupus mice in the presence of LPS. 

Under these conditions, proliferation and differentiation of B lymphocytes to plasma cells 

occur. Our results show that macrophages of lupus mice produce less proliferation and 

differentiation of B lymphocytes. 

  

In conclusion, we show that exits alterations in the frequency, phenotype, and function 

of the macrophages present in the peritoneal cavity during the development of Lupus. These 

findings suggest that peritoneal macrophages would have an important role in Lupus 

development. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 

Lupus Eritematoso Sistémico 
 

El Lupus Eritematoso Sistémico (LES) es una enfermedad autoinmune 

multisistémica, fatal y crónica. Se desarrolla con una prevalencia del 90% de los casos en 

mujeres en edad fértil, disminuyendo su incidencia al iniciar la menopausia. Se caracteriza 

por un curso cíclico con remisiones y recaídas de duraciones variables. Sus 

manifestaciones clínicas van desde afecciones leves como decaimiento, artritis, dermatitis, 

a otras muy graves o fatales, como por ejemplo compromiso renal, nervioso y circulatorio. 

El Lupus se presenta con una amplia variedad de sintomatologías, haciendo que no exista 

un criterio único de diagnóstico y se deban utilizar una suma de criterios independientes 

que constituyen la escala SLE Disease Activity Index (SLEDAI) que permite identificar el 

nivel de actividad que presenta la enfermedad en el paciente (Amur y col., 2012; Gatto y 

col., 2018; Kaul y col., 2016; MINSAL, 2013).  

A nivel inmunológico, el Lupus se caracteriza por la hiperactividad de linfocitos T y 

linfocitos B autorreactivos, teniendo como principal característica la acumulación de 

autoanticuerpos contra componentes del núcleo celular, conocidos como ANAs 

(anticuerpos antinucleares). Estos anticuerpos pueden reconocer diferentes estructuras 

como nucleosomas, histonas, proteínas no histonas asociadas a ADN, proteínas asociadas 

al ARN, entre otros componentes (Gatto y col., 2018; Kaul y col., 2016; Lipsky, 2001; Sang 

y col., 2014). Estos anticuerpos de alta afinidad, al unirse a sus autoantígenos forman 

complejos inmunes que se depositan en diversos órganos y tejidos desencadenando el 

daño tisular característico del Lupus. El depósito de estos complejos activa el sistema del 

complemento y reclutan otras células inmunes, amplificando el daño inicial del tejido. En el 

caso del riñón, se observa daño en la membrana basal denominado glomerulonefritis o 

nefritis lúpica, caracterizado por la deposición inicial de complejos mediados por IgG y 
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proteínas del complemento, derivando en la liberación de proteínas en la orina, denominado 

proteinuria (Davidson, 2016; Kaul y col., 2016). 

La etiología del LES es desconocida, sin embargo, se asocian factores de riesgo 

genéticos, epigenéticos, hormonales, características de la microbiota y factores 

ambientales, sin que exista hasta ahora conocimiento acabado de como interactúan estos 

elementos que darían cuenta de la predisposición a sufrir esta enfermedad autoinmune 

(Kaul y col., 2016; Patel & Richardson, 2010). Actualmente, los tratamientos para el LES 

consideran el uso de anticuerpos que eliminan linfocitos B o el uso de antinflamatorios e 

inmunosupresores que regulan la respuesta inmune. Sin embargo, estos tratamientos son 

solo paliativos y el Lupus continua siendo una enfermedad para la que aún no existe cura 

(Gatto y col., 2018; MINSAL, 2013). 

 

Macrófagos 
 

Los macrófagos son células del sistema inmune innato capaces de reconocer a 

través de receptores en su superficie una amplia variedad de patrones moleculares y 

organizar la respuesta apropiada para mantener la homeostasis de los órganos o tejidos 

donde se encuentran. Su función principal es fagocitar patógenos o células apoptóticas y la 

presentación de antígenos a los linfocitos T y, en menor medida, a los linfocitos B (Murray 

& Wynn, 2011). Por otro lado, los macrófagos presentan en la superficie receptores de 

citoquinas y quimioquinas, al mismo tiempo que ellos mismos son capaces de producirlas, 

lo que los faculta para reconocer diferentes señales del microambiente e interactuar con 

otras células del sistema inmune (Murray & Wynn, 2011). 

En el estudio de los macrófagos, se han utilizado principalmente macrófagos 

diferenciados a partir de progenitores en la medula ósea, denominándolos macrófagos 

derivados de médula ósea o Bone Marrow-Derived Macrophages (BMDM). Estos 

macrófagos generados “in vitro” en presencia de distintos estímulos han permitido 
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establecer la existencia de diferentes subpoblaciones caracterizadas por funciones 

específicas, la expresión diferencial de genes y un distinto estado de activación. Los 

macrófagos clásicamente activados o M1 se caracterizan por la secreción de citoquinas 

proinflamatorias como TNF-α, IL-6, IL-12 y especies reactivas de oxígeno, cuentan con alta 

expresión de moléculas presentadoras de antígenos MHC-II y moléculas coestimuladoras 

como CD80 o CD86 permitiendo activar la función efectora de linfocitos T vírgenes 

(Tsunematsu y col., 2017). Los macrófagos activados alternativamente o M2  se 

caracterizan por producir bajos niveles de citoquinas proinflamatorias (IL-12) y altos niveles 

de citoquinas antinflamatorias (IL-10), cumpliendo funciones de inmunosupresión y 

contribuyen a la remodelación de tejidos (Abbas, Lichtman, & Pillai, 2012). Sin embargo, al 

analizar los macrófagos in vivo, es posible observar que existen diferentes grados de 

activación, observándose un espectro amplio que transita entre el fenotipo inflamatorio y 

antiinflamatorio (Mantovani y col., 2013; Mosser & Edwards, 2008). 

Inicialmente se describió que los macrófagos que se encuentran en los tejidos se 

originan a partir de monocitos que migran desde la circulación sanguínea atraídos por 

quimioquinas producidas en el sitio de infección o daño (Abbas y col., 2012). Sin embargo, 

recientemente se ha descrito la presencia de macrófagos que tienen un origen embrionario 

no hematopoyético con capacidad de autorrenovarse en el mismo sitio (Ginhoux y col., 

2010; Schulz y col., 2012). Estos macrófagos se han identificado en varios tejidos y se han 

denominados “macrófagos residentes de tejido”. Estos macrófagos tienen roles importantes 

en la limpieza (degradación de eritrocitos senescentes, células apoptóticas y líquidos 

pulmonares), en el desarrollo (degradación del hueso y angiogénesis) y la regulación del 

metabolismo (regulación de la sensibilidad a insulina y de la termogénesis adaptativa en 

tejido adiposo) (Davies y col., 2013). Adicionalmente, en cada uno de los tejidos en donde 

se encuentran tendrían un rol como centinela inmunológico iniciando la respuesta inmune, 
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eliminando el debris celular resultante de la respuesta inmune y restableciendo la 

homeostasis microambiental de los tejidos (Davies y col. 2013, 2017). 

La correcta eliminación de las células apoptóticas por parte de los macrófagos 

previene que durante la destrucción celular se liberen mediadores proinflamatorios 

desencadenando una reacción inmune en contra de células propias. Durante la apoptosis, 

las células liberan ATP y otras moléculas del citoplasma que actúan como señales que 

difunden para atraer macrófagos de los tejidos circundantes (señales “find-me” o 

“encuéntrame”) (Ravichandran, 2010). Adicionalmente, las células apoptóticas exponen en 

su superficie fosfatidilserinas que normalmente se encuentran en la cara citoplasmática de 

su membrana, dando una señal de reconocimiento positiva denominada “eat-me” o 

“cómeme” (Ravichandran, 2010). Por otro lado, las células que no se encuentran en 

procesos apoptóticos presentan en su superficie la señal denominada “don’t-eat-me” o “no 

me comas” que corresponde a la proteína CD47, reconocida por el receptor CD172a o 

SIRPα de los macrófagos. Esta señal, es capaz de inhibir la eliminación de células incluso 

en la presencia de fosfatidilserinas en la superficie celular (Ravichandran, 2010). Se ha 

propuesto, que los macrófagos residentes en los tejidos se encuentran programados para 

una respuesta no inflamatoria al momento de realizar la eliminación de las células 

apoptóticas, por lo que producirían principalmente moléculas antiinflamatorias como TGF-

β, IL-10 y prostaglandina E2. Adicionalmente, carecerían de los receptores TLR capaces 

de reconocer ácidos nucleicos (TLR7 y TLR9) (Hochreiter-hufford & Ravichandran, 2013; 

Roberts y col., 2017). 

 La fagocitosis deficiente ha sido asociada a enfermedades autoinmunes como el 

Lupus. Se ha propuesto que el contenido nuclear liberado debido a la eliminación deficiente 

de las células apoptóticas es capaz de desencadenar la liberación de Interferón de tipo I, 

activando una respuesta inflamatoria de linfocitos B y T (Gaipl y col., 2007; Muñoz y col., 

2010). Aumentos de los niveles plasmáticos de Interferón de tipo I en pacientes de Lupus 
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se han relacionado con el nivel de actividad de la enfermedad (SLEDAI) (Banchereau y col., 

2016; Celhar & Fairhurst, 2017; Kaul y col., 2016). 

 

Macrófagos y Cavidad Peritoneal 

La cavidad peritoneal se encuentra delimitada por el mesotelio de la pared 

abdominal (peritoneo parietal) y su equivalente en cada uno de los órganos del abdomen 

(peritoneo visceral). Su principal función es facilitar el movimiento de los órganos 

intraabdominales y es importante para la regulación de las respuestas inflamatorias, 

intercambio de fluidos y la prevención de fibrosis en el abdomen. Alteraciones en estos 

mecanismos pueden iniciar ascitis, la generación de adhesiones fibróticas, peritonitis y 

carcinomas peritoneales (Baal y col., 2017). Las poblaciones más abundantes presentes 

en esta cavidad son los macrófagos y linfocitos B. (Bain & Jenkins, 2018; A. A. Cassado y 

col., 2015; Ghosn y col., 2010). 

Se ha reportado que, luego de una lesión de los órganos viscerales como el hígado, 

un reservorio de macrófagos peritoneales es capaz de infiltrar el tejido lesionado sin la 

necesidad de pasar por vía circulatoria, siendo una respuesta más rápida para eliminar el 

tejido lesionado que los monocitos reclutados de la sangre, contribuyendo de este modo en 

su reparación (Wang & Kubes, 2016). Esta interacción de los macrófagos peritoneales con 

órganos viscerales como el hígado sugiere que los macrófagos peritoneales podrían tener 

un rol importante en enfermedades multisistémicas como el Lupus, pudiendo contribuir a la 

respuesta inmune local en distintos órganos.  

Dentro del estudio de las enfermedades autoinmunes, se utiliza un modelo de 

enfermedad que se basa en las interacciones iniciadas en la cavidad peritoneal. La 

inyección de pristano, un aceite orgánico de cadena larga es capaz de desencadenar una 

serie de síntomas autoinmunes, incluyendo la producción de autoanticuerpos y 

glomerulonefritis dependiente de interferón (Reeves y col., 2009). Este modelo ha permitido 
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entender que señales existentes en la cavidad peritoneal son capaces de generar 

fenómenos asociados al Lupus, por lo cual estudios de la interacción de las distintas 

poblaciones en la cavidad peritoneal cobran relevancia en el contexto de esta enfermedad 

autoinmune. 

 

Linfocitos B y Cavidad Peritoneal 
 

Los linfocitos B son los responsables de la producción de anticuerpos en la 

respuesta inmune humoral. Es por ello, que se ha estudiado su rol como detonantes de 

enfermedades autoinmunes, en donde los autoanticuerpos secretados por linfocitos B 

autorreactivos son capaces de unirse con alta afinidad a su blanco, que en el caso del Lupus 

y otras enfermedades autoinmunes es generalmente ADN (Abbas y col., 2012; Davidson, 

2016; Kaul y col., 2016; Sang y col., 2014). 

Dentro de la cavidad peritoneal los linfocitos B constituyen la población más 

numerosa de células del sistema inmune. Se identifican dos tipos, los linfocitos B1 y los B2. 

Los linfocitos B1 se encuentran mayoritariamente en las cavidades pleurales, en especial 

en el peritoneo, mientras que los linfocitos B2 son los linfocitos convencionales, 

principalmente reconocidos en la zona marginal del bazo. Los linfocitos B1 secretan de 

manera espontánea anticuerpos de tipo IgM, denominados anticuerpos naturales 

(Ochsenbein y col., 1999). Esta clase de anticuerpos se encuentran significativamente 

aumentados en el modelo murino de Lupus NZB/W F1, sugiriendo su nexo con algunas 

enfermedades autoinmunes (Hayakawa y col., 1986; 1983). Estudios en ratones utilizando 

citometría de flujo han permitido identificar una subpoblación de linfocitos B1, denominados 

B1a,  que se caracteriza por la expresión de CD5 que actúa como modulador del BCR, por 

otro lado, los que carecen de este marcador se denominan B1b (Baumgarth, 2010). 

Proporcionalmente, los linfocitos B1b son una pequeña fracción de los linfocitos B1 por lo 

cual los resultados obtenidos antes de identificar esta segunda población se deberían 
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principalmente a respuestas e interacciones de los linfocitos B1a  (Duan & Morel, 2006; 

Goldman y col., 2017). 

En estudios que muestran la interacción macrófago/Linfocito B, se ha descrito que 

los linfocitos B1 peritoneales son capaces de influir en la polarización de macrófagos 

asociados a tumores disminuyendo la expresión de TNF-a, IL-1b y CCL3 pero aumentando 

la expresión de IL-10 y marcadores asociados a fenotipo antiinflamatorio (S. Wong y col., 

2010). También se ha propuesto que la IL-6 secretada por los macrófagos peritoneales 

regula la cantidad de linfocitos B1 en el peritoneo (Thies y col., 2013). Adicionalmente, los 

macrófagos serían los responsables de producir las quimioquinas que retienen a los 

linfocitos B1 en la cavidad peritoneal, principalmente CXCL13 (conocida también como 

BCL, B cell chemoattractant) que se une al receptor CXCR5 el cual está ampliamente 

presente en los linfocitos B1a (Ansel, Harris, & Cyster, 2002; Ito y col., 2004).  

 

Linfocitos T y Cavidad Peritoneal 
 
 Los linfocitos T juegan un papel importante en la respuesta inmune adaptativa. La 

estructura del receptor heterodimierico T-cell receptor (TCR) le confiere la especificidad 

antigénica al linfocito T donde el complejo CD3 es necesario para la señalización de este 

receptor. Las células T se dividen en dos grupos de linfocitos que expresan de manera 

mutuamente excluyente los correceptores CD4 o CD8, cuya función es estabilizar la unión 

MHC-péptido-TCR durante la activación del linfocito T. Los linfocitos T que expresan CD4, 

denominados TCD4, tienen como principal función regular otras células del sistema inmune 

mediante la secreción de citoquinas o el contacto célula a célula. En cambio, los linfocitos 

que expresan CD8 se denominan TCD8 y son capaces de  convertirse en células citotóxicas 

efectoras que reconocen y eliminan células blanco (Abbas y col., 2012). 

 Debido a su función como reguladores de la respuesta inmune humoral, los linfocitos 

T han sido ampliamente estudiados en enfermedades autoinmunes. En una revisión de 
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Suárez-Fueyo y col., se analiza su rol en el Lupus. Principalmente se observa que, en 

pacientes con esta enfermedad, los linfocitos T autorreactivos no son oportunamente 

eliminados y son capaces de proporcionar ayuda a células B autorreactivas para producir 

autoanticuerpos de alta afinidad que derivan en el daño tisular típico de esta enfermedad. 

(Suárez-Fueyo y col., 2016). 

  

Macrófagos, LT y LB en autoinmunidad 
 

Los tres tipos celulares previamente presentados serían los principales 

responsables de la autoinmunidad, al agruparse en lo que se ha denominado “loop 

inflamatorio” (Shlomchik, Craft, & Mamula, 2001): La limpieza deficiente de las células 

apoptóticas por parte de los macrófagos permitiría la existencia de remanentes apoptóticos 

que finalmente son presentados a linfocitos T autorreactivos que son capaces de activar a 

linfocitos B autorreactivos. Estos linfocitos B secretan autoanticuerpos que forman 

inmunocomplejos que se depositan en diferentes tejidos. La respuesta humoral, con acción 

del sistema del complemento y la formación de inmunocomplejos contribuye a un ambiente 

inflamatorio mediado por citoquinas y por el reclutamiento de células dendríticas, monocitos 

y macrófagos que promueven la inflamación del tejido. El daño tisular contribuye a la 

liberación de autoantígenos al aumentar las células que entran en apoptosis y que 

desarrollan necrosis secundaria. Estos eventos, promueven la disponibilidad de 

autoantígenos que son capaces de activar a los linfocitos T y B autorreactivos dando cuenta 

del desarrollo de la enfermedad (Muñoz y col., 2010; Shlomchik y col., 2001). 

 Al convivir estas tres poblaciones en el peritoneo y dada la importancia de los 

linfocitos B peritoneales en el desarrollo del Lupus, resulta relevante estudiar la interacción 

de estas poblaciones y el rol que tienen los macrófagos peritoneales en el inicio, desarrollo 

y mantención del Lupus eritematoso sistémico. 
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Modelo murino de Lupus 
 

Con el objetivo de estudiar el origen y el desarrollo de las enfermedades 

autoinmunes se han desarrollado diferentes modelos murinos que buscan recapitular la 

sintomatología observada en estas enfermedades. Específicamente, en el Lupus existen 

varios modelos de desarrollo espontaneo destacando el modelo NZB/W F1. Este modelo 

proviene de la primera descendencia de la cruza entre hembras NZB (New Zealand Black) 

con machos NZW (New Zealand White). Entre sus características destaca por ser el modelo 

que más se asemeja a la enfermedad en humanos. Se caracterizan por la producción de 

anticuerpos nucleares y el desarrollo de daño renal fatal, evidenciado por alta proteinuria. 

Este modelo, recapitula la prevalencia  de la enfermedad en hembras que existe en 

humanos, presentándose a los 9 meses en el 90% de las hembras, mientras que en machos 

la enfermedad solo se presenta a partir de los 15 meses en una tasa mucho menor (Dixon 

et al., 1978; Perry, Sang, Yin, Zheng, & Morel, 2011). Dadas estas características, en este 

trabajo utilizaremos hembras de este modelo murino de la enfermedad. 
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2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

 

 
2.1 Hipótesis 
 
Los macrófagos presentes en la cavidad peritoneal de ratones NZB/W F1 susceptibles de 

desarrollar Lupus poseen alteraciones fenotípicas y funcionales que favorecen el desarrollo 

de la enfermedad. 

 
2.2 Objetivo general 
 
Estudiar la función de los macrófagos de la cavidad peritoneal en el desarrollo del Lupus. 

 

2.3 Objetivos específicos 

 
2.3.1 Identificar los macrófagos y las otras células inmunes presentes en la cavidad 

peritoneal en un modelo murino de Lupus y compararlas con las células presentes en los 

animales que aún no desarrollan la enfermedad y animales controles. 

 

2.3.2 Comparar el fenotipo de los macrófagos presentes en la cavidad peritoneal de ratones 

enfermos de Lupus, ratones que aún no desarrollan la enfermedad y ratones controles. 

 

2.3.3 Evaluar el efecto de los macrófagos provenientes del peritoneo de ratones enfermos 

de Lupus y ratones controles sobre la diferenciación y proliferación de linfocitos B 

peritoneales. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 

 
3.1 Materiales 

 

3.1.1. Animales 
 

Ratones hembras de la cepa [NZBxNZW]F1, denominada en este seminario como NZB/W 

F1 y ratones NZW se obtuvieron de Jackson Laboratory (Bar Harbor, USA). Para los 

experimentos se utilizaron ratones hembras NZB/W F1 y ratones controles de la cruza no-

autoinmune [NZWxBALB/c] F1 de 3 a 10 meses de edad. Se elige esta cruza como 

controles debido a que poseen el mismo haplotipo H-2 del MHC (H-2dxz). La enfermedad en 

los ratones lúpicos fue evaluada mediante análisis de proteinuria medida de forma 

semicuantitativa utilizando tiras reactivas Combur Test N (Roche Diagnostics, Alemania) en 

conjunto con un análisis en el suero de anticuerpos antiADN de doble hebra mediante un 

ensayo convencional de ELISA.  Los ratones son considerados lúpicos cuando muestran 

500 mg/dL de proteinuria durante 3 semanas consecutivas después de lo cual son animales 

son eutanasiados. Los ratones de los grupos controles corresponden a hembras 

[NZWxBALB/c] F1 de la misma edad de los analizados en el grupo NZB/W F1. Los ratones 

prelúpicos corresponden a animales de la cepa NZB/W F1 que no desarrollan aún síntomas 

de la enfermedad medibles en suero y en la orina.  

La mantención de los ratones se realizó bajo condiciones de esterilidad en el bioterio 

de la Fundación Ciencia & vida (Santiago, Chile) siguiendo los protocolos bioéticos de la 

Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile y de la misma Fundación Ciencia & vida. 

Los animales fueron sacrificados mediante exposición prolongada y controlada a dióxido de 

carbono. 
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3.1.2. Anticuerpos 

 
Los anticuerpos monoclonales usados para el análisis por citometría de flujo y cell 

sorter adquiridos de Biolegend (San Diego, USA) fueron los siguientes: B220 APC (clon 

RA3-6B2), CD11b PE (clon M1-70), CD138 PE (clon 281-2), CD19 FITC (clon 6D5), CD19 

BV421 (clon C068c2), CD206 PE-Cy7 (clon C068c2), CD4 PE (clon RM4-5), CD5 PE-Cy7 

(clon 53-7.3), CD8a Ly-2 APC/Fire 750 (clon 53-6.7), F4/80 APC-Cy7 (clonBM8), F4/80 APC 

(clon BM9), IA-d Alexa Fluor 647 (clon 39-10-8), SIRPα APC (clon 15-414). De ebioscence 

se utilizó CD3 eFlour 660 (clon 17A2) y SIRPα (clon P84). Para bloquear los receptores FC 

se usó CD16/32 de Biolegend (clon 93). 

Para la activación de linfocitos B se utilizó anti-CD40 (α-CD40) puro (clon 1C10) e IL-4 de 

Biolegend. 

Para determinar viabilidad se utilizó Fixable Viability Dye eFluor 780 (eBioscience) y yoduro 

de propidio (PI) (Sigma Aldrich, USA). Para determinar la viabilidad en el microscopio se 

utilizó Azul de Tripán. 

 
3.1.3 Otros reactivos 

 
Medios: Tampón fosfato salino PBS, RPMI-1640, penicilina, estreptomicina, B-

mercaptoetanol, fungizona, CFSE. 

 
3.1.4 Equipos 

 
Cell sorter BD FACSAria™ III, BD Biosciences, California USA. 

Citómetro de flujo FACSCanto II, BD Biosciences, California USA. 

Centrífuga 5804 R, Eppendorf. 

Centrífuga 5402 R, Eppendorf. 

Incubador de CO2 Serie 8000 WJ, Thermo Scientific, USA. 

Microscopio Óptico Labophot-2, Nikon, USA. 
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3.1.5. Programas 

 
BD FACSDiva v.6.1.3, BD Biosciences, California USA. 

BD FACSDiva v.7.1.3, BD Biosciences, California USA. 

FlowJo v8.8.6, Tree Star, Inc., Trustees of Leland Stanford, Oregon USA. 

GraphPad Prism 7.04, GraphPad software, San Diego, California USA. 

 
3.2 Métodos 

 

 
3.2.1. Obtención de células del peritoneo 
 

Para la obtención de células del peritoneo se inyectan 10 mL de PBS en la cavidad 

peritoneal usando una jeringa estéril de 10 mL con aguja de 25 G. El volumen de PBS 

inyectado, luego de ser distribuido por la cavidad con masajes suaves, es recuperado 

utilizando la misma jeringa con aguja de 21 G. Adicionalmente, se realizan dos lavados del 

peritoneo con 2 a 3 mL de Verseno 2% FBS con micropipetas. La suspensión celular se 

centrifuga a 600 x g por 7 minutos a 4°C. Se realiza lisis de glóbulos rojos añadiendo al 

pellet 1 ml de buffer RBC (Biolegend) e incubando en hielo 5 minutos. Transcurrido este 

tiempo, se añaden 5 mL de RPMI 1640 10% FBS para detener la reacción y se centrifuga 

a 600 x g por 7 minutos a 4°C. Las células son resuspendidas en un volumen conocido de 

RPMI 1640 10% FBS para determinar su número. Una alícuota de 10 μL de suspensión 

celular se diluye con un volumen igual de azul de tripán para descartar las células muertas 

al observar y contabilizar en el microscopio. El resto de la suspensión celular se utiliza para 

el análisis por citometría de flujo o cell sorting. 

 
3.2.2 Citometría de flujo de las células de la cavidad peritoneal 
 

La suspensión celular obtenida en métodos 3.2.1 se distribuye para realizar el 

marcaje de las proteínas a analizar mediante citometría de flujo. Las células son 

resuspendidas en 50 μL de verseno 2% FBS con el anticuerpo CD16/32 como bloqueador 
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de receptores FcRγII/III e incubadas en hielo por 10 minutos. Al cabo de ese tiempo, se 

incubaron con las correspondientes combinaciones de los anticuerpos en verseno 2% FBS 

durante 20 minutos a 4°C y oscuridad. Las células fueron lavadas con 500 μL de verseno 

2% FBS para eliminar el exceso de anticuerpos, centrifugando por 7 minutos a 600 x g a 

4°C. Las células son resuspendidas en 300 μL de verseno 2% FBS para ser analizadas en 

el citómetro. Las células muertas fueron descartadas utilizando yoduro de propidio (PI). 

Para distinguir las células autofluorescentes de las que expresan bajos niveles individuales 

de los marcadores, se realizaron los controles correspondientes (fluorescense-minus-one o 

fluorescencia menos uno), en donde el anticuerpo en un canal de interés es omitido. 

 
3.2.3 Purificación de células del peritoneo mediante Cell sorting 
 

Macrófagos y linfocitos B obtenidos de la cavidad peritoneal de ratones NZB/W F1 

enfermos de Lupus y ratones NZW/Balb-c controles, fueron purificados mediante cell 

sorting. Las células obtenidas como se describe en métodos 3.2.1, fueron marcadas 

utilizando anti CD19 BV421, CD11b PE y F4/80 APC para distinguir a ambas poblaciones 

celulares: Macrófagos (F4/80+, CD11b+, CD19-) y los linfocitos B definidos como (CD11bint, 

F4/80-, CD19+). Para realizar el cell sorter, la suspensión de células peritoneales se 

resuspende en 3 mL de RPMI 10% FBS, y las células se separan en el sorter a una 

velocidad aproximada de 3.000 eventos por segundo, utilizando el nozzle de 100 μm. 

 

3.2.4 Cocultivo de linfocitos B con macrófagos 
 

Se utilizaron células provenientes de ratones controles o lúpicos de la misma edad 

para realizar los cocultivos. Las células purificadas mediante cell sorter fueron 

descontaminas con RPMI suplementado con Penicilina 300 U/mL y Estreptomicina 0,3 

mg/mL por 2 minutos, luego se lavaron con RPMI + 10% FBS y centrifugaron a 600 x g por 

7 min a 4°C. Posteriormente, los macrófagos fueron resuspendidos en medio de cultivo 
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RPMI 10% FBS + β-Mercaptoetanol 0,055 μM + Fungizona 0,5 μg/mL. La concentración de 

macrófagos fue ajustada a 400.000 células por mL para poner 50 μL de la suspensión 

celular por pozo (20.000 macrófagos) en placa P96 fondo plano. 

Los linfocitos B controles obtenidos por cell sorter fueron descontaminados de la 

misma forma que los macrófagos. Luego de centrifugar, fueron resuspendidos en PBS para 

ser marcados con Éster de succinimidil-carboxifluoresceína (CFSE). Para esto, se ajustó la 

concentración a 10x106 células por mL y se incubaron durante 10 minutos a temperatura 

ambiente y agitación suave con una concentración final de 5 uM de CFSE. Luego, se agregó 

un volumen equivalente de suero fetal bovino e incubó por un minuto a temperatura 

ambiente. Las células se lavaron con 10 ml de RPMI 10% FBS y centrifugaron a 600 x g 

por 7 minutos. Finalmente, se resuspendieron en un volumen conocido de RPMI + 10% 

FBS y se ajustó su concentración a 2 millones de linfocitos B marcados con CFSE por mL. 

Se plaquearon en la placa P96 50 μL (100.000) de Linfocitos B por pozo. 

 Los estímulos utilizados fueron LPS, CpG y α-CD40 + IL-4. El Lipopolisacárido LPS 

utilizado proviene de E. coli y se utilizó a una concentración final de 2 ng/mL. En el caso de 

CpG se utilizó la variante ODN 1826 que activa fuertemente las células B, pero débilmente 

la producción de IFNa por parte de las células dendríticas. La concentración final fue de 1 

μg/mL. Para la estimulación con α-CD40 + IL-4 se utilizó una concentración de 2 μg/mL 

para α-CD40 y 2 ng/mL para la IL-4. Cada estimulo fue añadido para obtener un volumen 

final por pozo de 200 μL. Las células se incubaron por 4 días a 37°C con una atmósfera 

controlada de 5% CO2. 

 Transcurridos los 4 días, se recuperaron las células, se contaron y luego de 

centrifugar el sobrenadante se almacenó a -80°C. Las células recuperadas fueron 

marcadas en su superficie con Viability Dye en APC-H7, CD19 en APC y CD138 en PE. 

Los ciclos de proliferación se analizaron por citometría de flujo mediante la dilución en el 

colorante fluorescente CFSE.  
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3.2.5 Análisis estadístico 
 

El análisis estadístico se realizó utilizando el programa Graph Pad Prism v7.04 

(GraphPad Software, San Diego, CA). Los datos entre ratones controles, prelúpicos y 

lúpicos fueron analizados de a pares con un t-test no pareado tras la verificación, mediante 

la prueba Shapiro-wilk de que siguieran una distribución gaussiana normal. Cuando los 

datos no seguían una distribución normal, se utilizó un t-test no paramétrico de Mann-

Whitney de dos colas. Todos los análisis se realizaron con un intervalo de confianza del 

95%. Las significancias se determinaron según los valores de P como no significativo (ns): 

P>0.05, significativos: *: P≤0.05, **: P≤0.01, ***: P≤0.001. 
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4. RESULTADOS 

 

4.1 Comparación de poblaciones inmunes en el peritoneo de ratones lúpicos y 
controles 
 

En la cavidad peritoneal existe una gran variedad de células que forman parte del 

sistema inmune. Todas ellas cumplen funciones relacionadas con la mantención de la 

homeostasis de esta cavidad y los órganos que se encuentran en conexión con ella (Abbas 

et al., 2012; Bain & Jenkins, 2018).   

Alteraciones en la frecuencia de las poblaciones de células inmunes podrían 

correlacionarse con el desarrollo de la enfermedad, por lo cual, estudiamos la presencia de 

distintas poblaciones en la cavidad peritoneal de ratones enfermos de Lupus y controles. 

Para ello, realizamos la identificación mediante citometría de flujo de macrófagos, linfocitos 

B y linfocitos T utilizando marcadores de superficie específicos previamente descritos para 

cada población (Ghosn et al., 2010). 

En la figura 1, se muestra la estrategia utilizada para la identificación de las 

poblaciones presentes en la cavidad peritoneal. En 1A, se muestra la distribución de las 

células considerando su granulosidad (SSC) y su tamaño (FSC), lo que nos permite 

seleccionar las poblaciones celulares para su posterior análisis. Luego de descartar 

dobletes, utilizamos yoduro de propidio (PI) para identificar las células muertas, dejándolas 

fuera del análisis como se muestra en 1B. Del total de células vivas, gracias a las 

características de granulosidad y de la expresión de la molécula CD19 (figura 1C), es 

posible separar aproximadamente las tres poblaciones inmunes analizadas en este 

seminario: Macrófagos (Mφ, en rojo), linfocitos B (LB, en azul) y linfocitos T (LT, en verde). 

Confirmamos esta aproximación al utilizar marcadores específicos para cada una de las 

poblaciones de interés. 
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Figura 1: Estrategia de análisis de las poblaciones celulares presentes en la cavidad 
peritoneal. Estrategia para la identificación de distintas poblaciones celulares basada en el uso de 
marcadores característicos. Se muestran resultados representativos de citometría de flujo 
correspondiente a un ratón lúpico, analizados con FlowJo X. 

  

Del total de células vivas, determinamos la frecuencia de macrófagos 

(CD11balto/F4/80+) y la frecuencia de linfocitos T CD4 y CD8 presentes en el peritoneo (1D 

y 1E, respectivamente). Además, identificamos la frecuencia de linfocitos B que expresan 

CD5 dentro de la población CD19+, que corresponden a Linfocitos B1a peritoneales. 
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4.1.1 Macrófagos 
 

Los macrófagos constituyen la segunda mayor población celular en la cavidad 

peritoneal (Ghosn et al., 2010; Ito et al., 2004). En este trabajo se identifican mediante la 

expresión de CD11balto, CD19- y F4/80+, siguiendo la estrategia de análisis descrita en 4.1. 

En la figura 2 observamos que a partir de los 5 meses de edad, la frecuencia de 

macrófagos peritoneales en los ratones prelúpicos NZBW F1 (22,2 ± 2,6%) es 

significativamente mayor que la frecuencia encontrada en los ratones controles de 5 meses 

(14,1 ± 0,7%). Al desarrollar la enfermedad, esta diferencia se acentúa siendo la frecuencia 

de macrófagos peritoneales en los ratones enfermos (27 ± 2,4%) el doble de la encontrada 

en ratones controles de la misma edad (15 ± 1%). 
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Figura 2: El peritoneo de ratones lúpicos presenta un mayor porcentaje de macrófagos en 
comparación a ratones controles. Porcentaje de macrófagos (CD11b+, F4/80+) obtenidos de la 
cavidad peritoneal de ratones controles, prelúpicos y enfermos. Cada punto representa un ratón. Las 
barras representan el promedio ± el error estándar de la muestra. El análisis estadístico se realizó t 
de student o una comparación Mann-Whitney, según corresponda. Valores de P: ns, p>0,05; *, 
p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001; ****, P<0,0001. 
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Al analizar la frecuencia de macrófagos a lo largo de las 3 etapas etarias estudiadas, 

observamos (Figura 2) una disminución en la frecuencia de macrófagos con la edad tanto 

en ratones controles como susceptibles a desarrollar la enfermedad, siendo mayor en los 

ratones controles. Esta disminución se observa principalmente al comparar los ratones de 

3 meses con los ratones de 5 meses en donde la disminución de la frecuencia de 

macrófagos es superior al 20%. Estas diferencias significativas en el porcentaje de 

macrófagos se complementan con la dinámica observada en las otras poblaciones 

presentes en el peritoneo. 

 

4.1.2 Linfocitos B 
 

Las células inmunes más numerosas en la cavidad peritoneal son los linfocitos B. 

La presencia de linfocitos autorreactivos productores de autoanticuerpos se relaciona 

directamente con la enfermedad (Kaul y col., 2016; Sang y col., 2014; Sauma y col., 2017; 

Wither y col., 2000). Estos autoanticuerpos forman complejos inmunes responsables del 

daño tisular en algunos órganos, como en riñón en el caso de la nefritis lúpica (Davidson, 

2016). Para analizar la frecuencia de linfocitos B en la cavidad peritoneal utilizamos la 

estrategia mostrada en la figura 1, en donde estas células son CD19+, CD11bint y F4/80-.  

En la figura 3A observamos que los ratones lúpicos presentan una frecuencia de 

Linfocitos B (64,6 ± 2,5%) significativamente menor que los ratones controles de la misma 

edad (73,9 ± 1,3%). Esta diferencia significativa solo se observa al momento de desarrollar 

la enfermedad, ya que tanto a los 3 como a los 5 meses no existen diferencias significativas 

en la frecuencia de linfocitos CD19 totales. 
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Figura 3: El peritoneo de ratones lúpicos presenta un mayor porcentaje de linfocitos B1a pero 
un menor porcentaje de linfocitos B totales en comparación a ratones controles. (A) Porcentaje 
de linfocitos B (CD19+) obtenidos de la cavidad peritoneal de ratones controles, prelúpicos y lúpicos. 
(B) Porcentaje de linfocitos B CD5+  correspondientes a LB 1a, analizados dentro del total CD19+. 
Cada punto representa un ratón. Las barras representan el promedio ± el error estándar de la 
muestra. Para el análisis estadístico se realizó t de student o una comparación Mann-Whitney, según 
corresponda. Valores de P: ns, p>0,05; *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001; ****, P<0,0001. 

 

Un subtipo interesante de analizar en los linfocitos B peritoneales son los linfocitos 

B1. Estos son los responsables de la producción de anticuerpos naturales, sin la 

participación de un antígeno y se ha considerado que estarían relacionadas con las 

enfermedades autoinmunes (Duan & Morel, 2006; Ito et al., 2004; Xu, Butfiloski, Sobel, & 

Morel, 2004). Utilizando como marcador de superficie CD5, distinguimos la población de 
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linfocitos B1a en la cavidad peritoneal. En la figura 3B observamos que la mayor parte de 

los linfocitos B presentes en la cavidad peritoneal de ratones enfermos corresponden al 

subtipo B1a, siendo esta frecuencia significativamente mayor a la encontrada en ratones 

controles de la misma edad (69,9 ± 4,5% vs 46,5 ± 2,6%). Esta diferencia significativa 

también se encuentra en ratones de 5 meses, en donde este subtipo es el 73,7 ± 5% del 

total de linfocitos B lúpicos y en controles solo alcanza el 49,4 ± 5,5%. 

 

4.1.3 Linfocitos T 
 

La otra población linfoide que analizamos corresponde a los linfocitos T. En el 

estudio presentado por Composto y colaboradores del 2011, se muestra que la frecuencia 

de linfocitos T peritoneales es distinta a la que se encuentra en órganos linfoides tales como 

linfonodos o bazo (Composto y col., 2011). 

Utilizando la estrategia de análisis planteada anteriormente (figura 1), es posible 

identificar la población de linfocitos T presentes en la cavidad peritoneal mediante la 

expresión de CD3 y del marcador característico de cada subtipo (CD4 o CD8). En la figura 

4B vemos que el porcentaje de linfocitos TCD4 en los ratones lúpicos (1,7 ± 0,4%) es 

significativamente menor que en los ratones controles de la misma edad (3,2 ± 0,4%). En 

relación con los linfocitos TCD8, se observa que solo existen diferencias significativas a los 

5 meses, en donde los ratones prelúpicos presentan un menor porcentaje en comparación 

a los controles (0,35 ± 0,09% vs 0,79 ± 0,09%). En ratones enfermos el porcentaje de TCD8 

es menor que en controles de la misma edad, pero esta diferencia no es significativa debido 

a la dispersión de los datos. 
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Figura 4: Análisis de linfocitos T de la cavidad peritoneal. Determinación del subtipo CD4/CD8 
de la cavidad peritoneal de ratones controles, prelúpicos y lúpicos. Frecuencia de linfocitos TCD4 (A) 
o TCD8 (B) en la cavidad peritoneal de ratones controles, prelúpicos y lúpicos. (C) Razón entre la 
frecuencia de los subtipos analizados. La línea roja muestra el valor al cual existe la misma cantidad 
de linfocitos de cada subtipo. Cada punto representa un ratón. Las barras representan el promedio 
± el error estándar de la muestra. Para el análisis estadístico se realizó t de student o una 
comparación Mann-Whitney, según corresponda. Valores de P: *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001. 

 
Siguiendo la comparativa propuesta por Composto y col. el 2011, calculamos la 

razón existente entre ambos subtipos en el peritoneo de los ratones analizados. Como se 

observa en la figura 4D, la tasa TCD4/TCD8 es significativamente menor en los ratones 

enfermos (2,5) en comparación con los ratones controles (3,8). Por otro lado, observamos 

que no existen diferencias entre controles y prelúpicos, pero una vez que se desarrolla la 

enfermedad, la tasa disminuye significativamente en los ratones lúpicos.  

 

4.2 Fenotipo de los macrófagos peritoneales de ratones enfermos de lupus y ratones 
sanos 
 

Con el objetivo de caracterizar y detectar moléculas que podrían estar relacionadas 

con diferencias funcionales entre los macrófagos de la cavidad peritoneal de ratones 

controles y lúpicos, analizamos mediante citometría de flujo diferentes receptores. 

Específicamente analizamos la expresión de SIRPα, MHC-II y CD206, los cuales están 

relacionados con la capacidad de fagocitosis de células apoptóticas, la presentación de 

antígenos y el perfil de activación, respectivamente.  
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Para el caso de SIRPα, las células no apoptóticas presentan en su superficie la 

molécula CD47 que actúa como ligando del receptor SIRPα inhibiendo la fagocitosis de las 

células que lo expresan. En la figura 5A, observamos que no existen diferencias 

significativas en el porcentaje de macrófagos que expresan este receptor, dado que la 

totalidad de ellos lo expresa, tanto en ratones controles como en lúpicos. Sin embargo, al 

observar la intensidad media de fluorescencia de SIRPα (figura 5B), observamos que los 

macrófagos provenientes de ratones enfermos de Lupus tienen significativamente menor 

expresión del receptor en su superficie en comparación con los macrófagos controles. 

Con el objetivo de comparar eventuales deficiencias en la capacidad de 

presentación antigénica entre los macrófagos provenientes de ratones controles y ratones 

enfermos, analizamos la expresión de las moléculas de histocompatibilidad de tipo 2 o 

MHC-II. Como se muestra en la figura 5A, en la cavidad peritoneal de ratones enfermos de 

Lupus existe un porcentaje significativamente menor de macrófagos MHC-II+ en 

comparación con los ratones controles (15,5 ± 3,9% vs 27 ± 3,9%). Por otro lado, no existen 

diferencias significativas en la intensidad media de fluorescencia de este marcador. 

El receptor de manosa mrc1 o CD206 se ha utilizado como un marcador de 

macrófagos alternativamente activados (M2) los cuales han sido asociados a una función 

reparatoria antiinflamatoria de los tejidos en los cuales se encuentran (Cassado et al., 2015; 

Mosser & Edwards, 2008). Como se observa en la figura 5A, su frecuencia es 

significativamente menor en los ratones enfermos (30,8 ± 7,4%) cuando se comparan con 

ratones controles de la misma edad (70,7 ± 5,1%), resultado que se condice con lo 

encontrado en la intensidad media de fluorescencia (figura 5B). Este resultado sugiere que 

los macrófagos residentes en la cavidad peritoneal de ratones enfermos se alejan del 

fenotipo asociado a al perfil de activación M2. 
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Figura 5: Los macrófagos peritoneales de ratones lúpicos tienen un fenotipo que se aleja del 
perfil M2. Análisis de citometría de flujo de la expresión de SIRPα, MHC-II y CD206. (A) Porcentaje 
de macrófagos SIRPα+, MHC-II+ y CD206+ (izquierda) e Intensidad Media de Fluorescencia (IMF) 
para cada marcador (derecha). (B) Histogramas representativos de la expresión de SIRPα, MHC-II 
y CD206 en macrófagos provenientes de ratones controles (Azul) y ratones lúpicos (Rojo). El FMO 
corresponde al histograma negro. Cada punto representa un ratón. Las barras representan el 
promedio ± el error estándar de la muestra. Para el análisis estadístico se realizó t de student o una 
comparación Mann-Whitney, según corresponda. Valores de P: ns, p>0,05; *, p<0,05; ***, p<0,001. 

 

4.3 Cocultivo de linfocitos B controles y macrófagos peritoneales lúpicos y controles. 
 

Al ser los macrófagos y los linfocitos B las poblaciones más numerosas dentro de la 

cavidad peritoneal, es interesante estudiar la interacción entre estas células. Para analizar 

el efecto que podrían tener los macrófagos de la cavidad peritoneal en la proliferación y 

diferenciación de los linfocitos B peritoneales, realizamos cocultivos en presencia de 

distintos estímulos.  
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Figura 6: Los Macrófagos de la cavidad peritoneal suprimen la proliferación de linfocitos B en 
presencia de LPS.  Linfocitos B provenientes de ratones controles se cultivaron con o sin 
macrófagos en presencia de distintos estímulos (LPS, α-CD40 + IL-4 o CpG). Luego de 4 días, se 
evaluó la diferenciación de los LB hacia células preplasmáticas CD138+ (A) y su proliferación en base 
a la dilución de CFSE (B). Se muestra citometría de flujo representativa de cada característica 
analizada. Cada punto representa un cocultivo de macrófagos y linfocitos B independiente. Las 
barras blancas corresponden a la condición de linfocitos B sin macrófagos, las barras azules a la 
condición de LB con macrófagos controles y las barras rojas con macrófagos lúpicos. Las barras 
representan el promedio ± el error estándar de la muestra. Para el análisis estadístico se realizó t de 
student o una comparación Mann-Whitney, según corresponda. Valores de P: *, p<0,05; ***, p<0,001. 

Evaluando la expresión del marcador CD138 (figura 6A) es posible observar la 

diferenciación de los linfocitos B hacia células preplasmáticas que son CD138 y CD19 

positivas. Como se muestra en 6A, solo al estimular las células con LPS se observa una 

inhibición en la diferenciación hacia células preplasmáticas, siendo los macrófagos 

provenientes de ratones controles los únicos capaces de inhibir de manera significativa la 

diferenciación mientras que en presencia de macrófagos lúpicos solo se observa la 

tendencia de esta inhibición. En presencia de otros estímulos, no se observaron diferencias 
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significativas, siendo el estímulo α-CD40 + IL-4 el menos eficiente en inducir la 

diferenciación de los linfocitos B.  

Analizando la dilución de CFSE es posible estudiar el efecto de los macrófagos 

provenientes de ratones controles y lúpico en la proliferación de los linfocitos B previamente 

marcados (Figura 6B). La presencia de macrófagos suprime significativamente la 

proliferación de los Linfocitos B solo en presencia de LPS, observándose que los 

macrófagos controles son más eficientes que los macrófagos lúpicos. En el caso de α-CD40 

+ IL-4 se observa que los macrófagos obtenidos de ratones controles favorecerían la 

proliferación y los macrófagos lúpicos no la moderarían, sin embargo, el resultado 

representa solo una tendencia y no es significativo.  
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5. DISCUSIÓN 
 

El Lupus es una enfermedad autoinmune caracterizada por la producción de 

autoanticuerpos en contra de componentes nucleares, que una vez que reconocen y unen 

a su autoantígeno, forman inmunocomplejos que se depositan en diversos órganos 

produciendo daño tisular (Kaul y col., 2016). Esta enfermedad ha sido históricamente ligada 

a un trastorno de la inmunidad adquirida, analizando el rol de los linfocitos T y linfocitos B 

autorreactivos en su desarrollo. Nueva evidencia en la literatura ha puesto de manifiesto la 

necesidad de estudiar el rol de los macrófagos en el Lupus debido a su función como 

encargados de la limpieza de las células apoptóticas y el debris celular. Estos estudios 

indican que los macrófagos de pacientes enfermos de Lupus serian menos efectivos en la 

limpieza del debris celular de las células apoptóticas, prolongando la exposición de células 

del sistema inmune adaptativo frente a potenciales autoantígenos (Bijl y col., 2006; Tas y 

col., 2006). Sin embargo, estos estudios han sido realizados en macrófagos derivados de 

monocitos presentes en la sangre periférica a través de la estimulación con diversas 

citoquinas de manera in vitro, no existiendo antecedentes de estas diferencias con 

macrófagos residentes de tejido. 

 La cavidad peritoneal constituye un buen sitio de análisis de la interacción de los 

macrófagos con las demás poblaciones celulares involucradas con el desarrollo del Lupus, 

como los linfocitos B y linfocitos T. Con el objetivo de caracterizar la frecuencia de estas 

poblaciones antes y durante el desarrollo de la enfermedad, utilizamos la estrategia de 

análisis de citometría de flujo mostrada en la figura 1, en donde fue posible identificar 

claramente las poblaciones buscadas. Al agregar otros marcadores, sería posible expandir 

el estudio propuesto a otros subtipos de linfocitos B o linfocitos T, así como también analizar 

las dinámicas de otras poblaciones inmunes como neutrófilos, granulocitos, NK, ILCs, etc. 

 Los análisis de citometría de flujo evidenciaron un mayor porcentaje de macrófagos 

en el peritoneo de los ratones lúpicos en comparación a los ratones controles (figura 2), 
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incluso antes de que los ratones desarrollen la enfermedad (ratones de 5 meses). Esta 

mayor frecuencia puede deberse a que el peritoneo de los ratones lúpicos se encontraría 

inflamado, sometido a algo similar a lo descrito en ratones tratados con agentes que 

desencadenan procesos inflamatorios como tioglicolato. El tratamiento en estos ratones 

induce el reclutamiento desde la circulación sanguínea de monocitos que se diferencian a 

macrófagos, aumentando la frecuencia de estas células en comparación con los ratones no 

tratados (Bain & Jenkins, 2018; Ghosn et al., 2010). 

 Se ha descrito que los linfocitos B corresponden a la población más numerosa de la 

cavidad peritoneal, con una frecuencia que puede sobrepasar el 60% de las células 

inmunes presentes (Cassado y col., 2015; Goldman y col., 2017). Mediante citometría de 

flujo evidenciamos que en el peritoneo de los ratones enfermos de Lupus existe una 

frecuencia significativamente menor de linfocitos B respecto a los controles (figura 3A). Al 

analizar el marcador CD5 asociado al subtipo B1a (figura 3B), observamos que existe una 

diferencia significativa en la composición de los linfocitos B presentes en la cavidad 

peritoneal, teniendo una mayor frecuencia de linfocitos B1a en los ratones lúpicos que en 

los ratones controles.  

La subpoblación de linfocitos en sangre periférica B1a ha sido relacionada con una 

serie de enfermedades autoinmunes como la anemia hemolítica autoinmune (AHA) 

(Hayakawa y col., 1983), el síndrome de Sjögren’s (Dauphinée y col., 1988) y la artritis 

autoinmune (Deng y col., 2016) debido a la directa correlación entre el aumento en la 

frecuencia de estos linfocitos y la aparición de la enfermedad. Más precisamente, el grupo 

de Murakami en 1995 reportó que la eliminación de linfocitos B1a de la cavidad peritoneal 

en ratones NZB y NZBW F1 disminuye los anticuerpos anti-ADN en el suero y reduce los 

signos patológicos del Lupus en el riñón (Murakami y col., 1995). 

Los linfocitos B1 peritoneales presentan mayor expresión del receptor CXCR5, que 

se une a la quimioquina CXCL13 que se produce principalmente por macrófagos de la 
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cavidad peritoneal (Ansel y col., 2002). Esta sobre expresión de su receptor, tendría como 

consecuencia la acumulación preferencial de linfocitos B1 frente a los B2 u otro tipo celular 

en la cavidad peritoneal de ratones lúpicos (Ishikawa y col., 2002). Una alta expresión en el 

plasma sanguíneo de CXCL13 se ha correlacionado de manera directa con el índice de 

actividad del Lupus, proponiendo su potencial uso como marcador temprano de la 

reactivación de la enfermedad (Wong y col., 2010). Otro factor a considerar al analizar los 

Linfocitos B en los ratones enfermos es que, el locus de susceptibilidad al Lupus Sle2, se 

ha asociado con una mayor proliferación, sobrevida e incremento en la vida adulta de los 

linfocitos B y por lo tanto, en mayor porcentaje de linfocitos B1a (Xu y col., 2004).  

 Al analizar a los linfocitos T, observamos menos TCD4 en los ratones enfermos 

respecto de los controles (Figura 4), siendo no significativa la diferencia en el subtipo TCD8. 

El grupo de Composto en el 2011 realizó un estudio comparativo en las cepas C57BL/6J, 

Balb/c, DBA/2J y la cepa deficiente de linfocitos B Balb.xid. Este estudio mostró que existen 

diferencias significativas entre cada una de las cepas, variando el porcentaje y la tasa 

CD4/CD8 dentro de los linfonodos, bazo y peritoneo. Adicionalmente, este estudio 

determinó que en el peritoneo existe una mayor proporción de linfocitos T de memoria y 

efectores al comparar con el bazo o linfonodos (Composto y col., 2011).  En nuestro caso, 

sería interesante analizar las subpoblaciones de linfocitos TCD4 y TCD8, así como también 

los marcadores de memoria como CD62L y CD44, permitiendo un análisis más profundo 

de las dinámicas de esas subpoblaciones en el desarrollo de la enfermedad. 

  

Con el objetivo de comparar el fenotipo de los macrófagos obtenidos de la cavidad 

peritoneal de ratones controles y lúpicos, analizamos mediante citometría de flujo SIRPα, 

MHC-II y CD206 mostrando sus resultados en la figura 5.  Al comparar la expresión de 

SIRPα, que actúa como receptor inhibitorio del ligando CD47 presente en las células no 

apoptóticas (Ley y col., 2016; Ravichandran, 2010) observamos que los macrófagos lúpicos 
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presentan significativamente menos moléculas en su superficie que los macrófagos 

controles, indicado por las diferencias observadas en la intensidad media de fluorescencia 

del marcador (IMF). Esto sugiere que existen diferencias en la capacidad de reconocimiento 

de las células apoptóticas por parte de los macrófagos de ratones enfermos. Una manera 

de abordar esto sería realizar ensayos funcionales directos de la capacidad fagocítica de 

las células apoptóticas por los macrófagos peritoneales. Los resultados esperados estarían 

en correlación con una capacidad fagocítica deficiente en los macrófagos lúpicos, efecto 

que ha sido reportado en macrófagos derivados de sangre periférica en pacientes de Lupus 

activo (Bijl y col., 2006; Tas y col., 2006). 

  Al analizar la expresión del complejo mayor de histocompatibilidad de tipo dos o 

MHC-II, en la figura 5 se observa que en la cavidad peritoneal de ratones lúpicos existe una 

frecuencia significativamente menor de macrófagos MHC-II+ que en la cavidad peritoneal 

control. Sin embrago, no existen diferencias en la intensidad media de fluorescencia de este 

marcador. Este resultado muestra que no existen diferencias en la cantidad de MHC-II en 

la superficie de los macrófagos, sugiriendo que los macrófagos peritoneales de ambas 

cavidades comparten la misma capacidad de presentación antigénica. 

La expresión del receptor de manosa mrc1 o CD206 se ha propuesto como un 

marcador presente en los macrófagos alternativamente activados o M2 los cuales tendrían 

una función más inmunosupresora y reparadora en los tejidos en los cuales se encuentran 

en comparación con los clásicamente activados o M1, de características más inflamatorias 

(A. A. Cassado y col., 2015; Mosser & Edwards, 2008). Como se observa en la figura 5, su 

frecuencia e intensidad media de fluorescencia es significativamente menor en los ratones 

enfermos que en los controles sugiriendo que no se tratan de macrófagos M2. Sin embargo, 

los marcadores característicos de macrófagos M1, como por ejemplo iNOs, STAT1 o IL-6 

(Mantovani y col., 2013) no se encuentran diferencialmente expresados en los macrófagos 

lúpicos (datos no mostrados), por lo cual, solo es posible determinar que los macrófagos de 
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la cavidad peritoneal de ratones enfermos se alejarían del fenotipo M2, pero no es posible 

asegurar que se traten de macrófagos M1. 

Con el objetivo de evaluar la influencia de los macrófagos sobre los linfocitos B, 

analizamos cocultivos de linfocitos B más macrófagos peritoneales en presencia de 

distintos estímulos (LPS, CpG o anti-CD40 + IL-4). Estos estímulos actúan de distinta 

manera sobre los linfocitos B o los macrófagos, tal como se detalla a continuación: El LPS 

es el componente principal de las bacterias gram negativas y es capaz de activar tanto a 

macrófagos como a linfocitos B a través de la unión a TLR4. El efecto sobre los linfocitos B 

es inducir la expresión de los marcadores de activación CD69 y CD86 induciendo su 

proliferación y diferenciación hacia células plasmáticas (Minguet y col., 2008). CpG es un 

oligonucleótido comercial que sirve como ligando del TLR9, permitiendo simular al DNA 

bacteriano o viral. Disfunciones en el TLR7 y como en el TLR9 han sido asociadas al 

desarrollo del Lupus y otras enfermedades autoinmunes (Santiago-Raber y col., 2009). La 

combinación de anti-CD40 + IL-4 permite la activación de los linfocitos B. Anti-CD40 actúa 

como CD40L que estimula la expansión clonal y la diferenciación de linfocitos B, mientras 

que IL-4 mantiene la sobrevida y la proliferación en conjunto con promover el cambio de 

isotipo y la secreción de anticuerpos (Hasbold y col., 1998; Rush & Hodgkin, 2001). 

Al estudiar la diferenciación de los linfocitos B (Figura 6A), se observa que el cultivo 

en presencia de LPS y CpG induce una mayor diferenciación que en el cultivo no tratado, 

independiente de la presencia de macrófagos peritoneales controles o lúpicos. 

Adicionalmente, en la condición en presencia de LPS se observa que los macrófagos son 

capaces de inhibir la diferenciación de los linfocitos B a células preplasmáticas, siendo 

significativo en el caso de los macrófagos controles.  

Al analizar la proliferación (Figura 6B) observamos que en presencia de LPS los 

macrófagos suprimen de manera significativa la proliferación de los linfocitos B, siendo 

significativamente más eficientes los macrófagos de la cavidad peritoneal control. Este 
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resultado se condice con lo mostrado en el artículo de Goldman y col. del año 2017, en 

donde las células totales de la cavidad peritoneal suprimen la proliferación de linfocitos B 

en presencia de LPS mientras que las células del bazo no lo hacen. Al utilizar células totales 

de la cavidad peritoneal, los autores solo pueden atribuir indirectamente el efecto observado 

a los macrófagos peritoneales, debido a que son la segunda población más numerosa en 

la cavidad peritoneal. Nuestros resultados, al utilizar macrófagos y linfocitos B con una 

pureza de al menos 95%, permiten complementar estas observaciones y definir a los 

macrófagos como los responsables del efecto encontrado. Tanto en presencia de CpG 

como de α-CD40 + IL-4 no observamos diferencias significativas ni en la diferenciación a 

células plasmáticas ni en la proliferación de los linfocitos B en presencia de macrófagos 

respecto al cultivo sin macrófagos. Esto puede deberse a que los macrófagos de la cavidad 

peritoneal carecerían del receptor para CpG, TLR9, debido al microambiente presente en 

el peritoneo, estando programados para la “limpieza silenciosa” de las células apoptóticas 

y así no iniciar una reacción inflamatoria por parte del sistema inmune (Roberts y col., 2017).  

En el artículo de Thies y col. del año 2013 se muestra que los macrófagos 

peritoneales promueven la sobrevida y la proliferación de los linfocitos B1 hasta por lo 

menos las 72 hrs de cultivo. En este mismo trabajo, los autores realizan experimentos en 

transwell, en donde observan que el efecto mediado por los macrófagos no es contacto 

dependiente y se trataría de un factor soluble que posteriormente identifican como la IL-6. 

Para obtener resultados más acabados de la interacción entre estas células, sería 

interesante repetir los experimentos con algunas variaciones, por ejemplo, alterar las 

proporciones celulares (Linfocitos B/Macrófago), utilizar otros activadores y distintos 

tiempos de cocultivo. 

El conjunto de los resultados presentados en este seminario de titulo permiten 

concluir que existen diferencias significativas en la cavidad peritoneal de ratones enfermos 

de Lupus respecto a ratones controles. Encontramos diferencias significativas en la 
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frecuencia de las poblaciones peritoneales, en donde los ratones enfermos presentan un 

mayor porcentaje de macrófagos y un menor porcentaje de linfocitos B y linfocitos TCD4. 

Además, los macrófagos del peritoneo de ratones enfermos de Lupus presentan un perfil 

de activación que se alejaría del tipo M2, medido por la expresión de CD206. La expansión 

de macrófagos que se alejan del fenotipo antiinflamatorio se condice con lo esperado dentro 

de una enfermedad inflamatoria como el Lupus, en donde los fenómenos observados son 

más bien sistémicos y no solo locales.  

Hay que destacar que los datos mostrados en este seminario corresponden a 

observaciones realizadas sobre las células presentes en la cavidad peritoneal de ratones 

enfermos de lupus, significando una diferencia frente a los estudios realizados 

anteriormente, en donde se estudiaba la función y diferenciación de macrófagos inducidos 

in vitro a partir de medula ósea o en cultivos celulares donde la pureza de los macrófagos 

no puede ser correctamente determinada (Composto y col., 2011; Thies y col., 2013) 

Se debe tener en consideración que el desencadenamiento del Lupus tiene un 

origen multifactorial, en donde una serie de desregulaciones deben producirse de manera 

que se rompa la tolerancia a lo propio y se desencadene una respuesta autoinmune 

afectando distintos tejidos y órganos. Es por ello, que se deben realizar mayores esfuerzos 

para avanzar en la comprensión del rol que tienen los macrófagos en el desencadenamiento 

de la enfermedad, en especial los residentes en el peritoneo. En este contexto este 

seminario abre nuevas preguntas que, de ser resueltas, constituirán un aporte al 

entendimiento del origen y progresión de la enfermedad. 
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6. RESUMEN RESULTADOS 
 

• Ratones enfermos de Lupus presentan una mayor frecuencia de macrófagos en la 

cavidad peritoneal que ratones controles de la misma edad. 

• En los ratones enfermos existe una disminución significativa del porcentaje de 

linfocitos B peritoneales. 

• A partir de los 5 meses de edad, existe una mayor frecuencia de linfocitos B CD5+ 

en ratones prelúpicos que se exacerba al desarrollar la enfermedad. 

• Los linfocitos TCD4 peritoneales en ratones lúpicos son menos frecuentes que en 

ratones controles de la misma edad a la vez que existe una menor tasa de linfocitos 

T CD4/CD8 al desarrollar la enfermedad. 

• Los macrófagos peritoneales de ratones lúpicos se alejan del perfil M2 al poseer 

menor expresión de CD206 que los macrófagos de la cavidad peritoneal de ratones 

controles. 

• Los macrófagos de la cavidad peritoneal de ratones controles y lúpicos no se 

diferencian en la expresión de MHC-II. En el caso de SIRPα solo se diferencian en 

la intensidad media de fluorescencia. 

• Los macrófagos de la cavidad peritoneal son capaces de suprimir la proliferación 

con el estímulo de LPS de linfocitos B peritoneales de ratones controles. Los 

macrófagos controles suprimen más que los macrófagos lúpicos esta proliferación. 

• Los macrófagos de la cavidad peritoneal de ratones controles son capaces de inhibir 

la diferenciación hacia células preplasmáticas CD138+ de linfocitos B peritoneales 

en presencia de LPS, mientras que los macrófagos peritoneales de ratones lúpicos 

solo muestran una tendencia. 
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7. CONCLUSIONES 
 

Los resultados obtenidos en este seminario de titulo nos llevan a concluir que existen 

alteraciones homeostáticas en la cavidad peritoneal de los ratones enfermos de lupus y que 

estas diferencias se evidencian en variaciones significativas en la frecuencia y fenotipo de 

los macrófagos peritoneales, existiendo una acumulación de ellos en los ratones enfermos. 

Adicionalmente observamos que los linfocitos B peritoneales de los ratones lúpicos son 

mayoritariamente B1, sin embargo, el número de linfocitos B totales es menor que en los 

ratones controles. Mediante la evaluación de CD206, se sugiere que la población de 

macrófagos peritoneales observada en los ratones enfermos de Lupus se aleja del perfil de 

polarización antinflamatorio M2. Los experimentos realizados también permiten concluir 

que los macrófagos peritoneales son capaces de suprimir la proliferación e inhibir la 

polarización de linfocitos B peritoneales controles, siendo menos eficiente en estos 

procesos los macrófagos obtenidos de ratones enfermos. 

El LES es una de enfermedad modelo de autoinmunidad que, por su complejidad, 

cualquier entendimiento en ella se puede extrapolar a todo el espectro de enfermedades 

autoinmunes expandiendo los beneficios de continuar realizando esfuerzos en investigar su 

desarrollo. 
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