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RESUMEN

El Lupus Eritematoso Sistémico (LES) es una enfermedad autoinmune
caracterizada por un aumento en la produccién de auto-anticuerpos que se depositan
en los tejidos causando inflamacién. Se reconoce que los LB auto-reactivos son los
mediadores clave de [a inflamacién durante el desarrollo de! lupus, sin embargo las
células dendriticas (DCs) cumplen un rol fundamental en la regulacién de tolerancia e
inmunidad. Dicha regulacién se encuenira mediada por interacciones tanto con
linfocitos T (LT) como linfocitos B (LB). Debido a esto, las DCs han sido implicadas en
la patogénesis de algunas enfermedades autoinmunes y particularmente en el LES. En
este trabajo se postula que durante el desarrollo del lupus las DCs presentarian
caracteristicas fenctipicas y funcionales distintivas que les permitiian gatillar la
hiperactivacién de LT y LB y promover una respuesta humoral. Utilizando ratones
(NZWxNZB) F1 como modelo murino para LES, encontramos gue en el bazo existe un
incremento anormal en el numero de DCs, tanto convencionales (¢DC) como
plasmocitoides (pDC). La caracterizacién fenotipica de las pDC del bazo de ratones
ldpicos muestra que las pDC son responsables de la produccién de IFN-a, una
caracteristica tipica del LES. Ensayos de apoptosis sugieren que [as pDC tienen una
mayor sobrevida en comparacién a cDCs, lo que permitiria explicar en parte su
acumulacién en el bazo de los ratones Ilpicos. Andlisis de citometria de flujo
demostraron que las células dendriticas de ratones lupicos presentan un fenotipo
hiperactivado, caracterizado por una sobre expresion de distintas moléculas co-
estimuladoras. Ensayos de migracion competitivos demostraron que las DCs

provenientes de un raton lapico tienen una mayor capacidad de migracién que DCs de




ratones controles hacia distintos érganos linfoides. Por otro lado en el timo de ratones
lipicos enconframos un aumento de DCs y un alto porcentaje de LT reguladores
(LTreg) comparado a ratones controles, lo cual sugiere que las DCs del timo de ratones
[Upicos son en parte responsables de la expansién de LTreg observada. Para evaluar
el rol in vivo de las DCs se realizaron experimentos de transferencia adoptiva de DCs
obtenidas del bazo de ratones lipicos o controles a ratones jévenes de la cepa
(NZWxNZB) F1 (prelipicos). El desarrollo de la enfermedad fue monitoreado por la
deteccion de auto-anticuerpos en el suero y niveles de proteinuria. La transferencia de
DCs de ratones llpicos produce un aumenio en el titulo de auto-anticuerpos
comparado a la inyeccion de DCs de ratones controles, sin embargo no se observaron
cambios en los niveles de proteinuria. Luego de 2 meses los ratones tratados con DCs
de ratones IGpicos presentaban un aumento notable de LB CD5" tanto en sangre como
en e| bazo, fendmeno que se observa sélo en ratones Itpicos.

Este trabajo demuestra que existe un trafico aberrante y una acumulacién
anormal de DCs en diferentes tejidos durante el desarrollo del lupus. Estas
observaciones podrian explicar en parte la hiperactivacion de los LT y €! desarrollo vy
sobrevida de células plasmaticas auto-reactivas responsables de la generacion de
auto-anticuerpos. Finalmente concluimos que las DCs cumplen un rol esencial en la

iniciacién, progresc y mantencion del lupus.




ABSTRACT

Systemic Lupus Erythematosus (SLE) is an autcimmune disease characterized
by increased autoantibody production that leads to multiple tissue injury. While
autoreactive B lymphocytes are the key mediators of inflammation in lupus, dendritic
cells (DCs) are important orchestrators of immune responses and key components in
fine-tuning the balance between tolerance and immunity. This fine-tuning regulation is
mediated by interactions with both T and B lymphocytes. Due to this is that DCs have
been implicated in the pathogenesis of autoimmune diseases, particularly SLE. In this
work we postulate that autoimmune DCs, from mice that have developed lupus, exhibit
functional and phenotypic characteristics that allow them to frigger T and B cell
hyperactivation and promote an exacerbated humoral response in SLE. By using the
(NZWxNZB) F1 strain, murine model for SLE, we found that these mice present an
abnormal expansion of DCs, both ¢DC and pDC, in their spleen. Phenotypic
characterization of the pDC subset of lupic mice suggests that they consist specifically
on IFN- a-producing cells. Apoptosis assays suggest that pDC have a higher viability in
comparison with other DC sub-populations, which could in part explain their
accumulation in the spleen of lupic mice. Flow cytometry analysis showed that splenic
DCs from lupic mice present a hyper activated phenotype, characterized by the over
expression of different co-stimulatory molecules. Competitive homing assays
demonstrated that splenic DC from lupic mice have a greater migratory capacity
towards various [ymphoid organs compared to splenic DCs from control mice. On the
other hand lupic mice thymus present increased DCs numbers and a higher

percentages of T regulatory (Treg) cells compared to control mice which suggests that




thymic DCs from lupic mice are in part responsible for the expansion of thymic Tregs.
To address the in vivo role of DCs during lupus we carried out adoptive transfer
experiments where young pre-autoimmune (NZWxNZB) F1 mice (prelupic) were
injected i.v. with splenic DCs of either control or old autoimmune (NZWxNZB) F1 mice
(lupic). Progression of the disease was monitored by the detection of autoantibodies on
blood serum and proteinuria levels. Splenic DCs from lupic mice produces an increase
of autoantibody titers compared to the transfer of control DCs, nevertheless these mice
didn’t present proteinuria. After two months lupic DCs treated mice presented a
significant increase of CD5" B cells in peripheral blood and spleen, a phenomenon
observed only in lupic mice.

This work demonstrates the presence of an aberrant tfraffic and abnormal
accumulation of DCs in different tissues during lupus. These observations could explain
in part the hyper activation of T cells and the development and survival of auto-reactive
plasma cells responsible for the generation of autoantibodies. Finally we conclude that

DCs play an essential role in the initiation, progression and maintenance of lupus.




1.

INTRODUCCION

1.1. Autoinmunidad

La capacidad del sistema inmune para diferenciar lo patogénico de lo inocuo
le permite ser tolerante con las células propias y rechazar de forma especifica a
aquellos agentes que representen un peligro para el organismo. La incapacidad de
generar una respuesta inmune produce inmunodeficiencia, mientras que una
respuesta inapropiada o excesiva, genera autoinmunidad o alergia, resultando en
una condicion fisiopatologica que generalmente se manifiesta como una
enfermedad (Kyewski & Klein 2006).

La tolerancia inmune se define como la falta de respuesta a un antigeno
luego de [a exposicion a éste (Abbas y col. 2010). El fendmeno de autocinmunidad
se genera ante la insuficiencia o pérdida de los mecanismos que normalmente
mantienen la tolerancia en las poblaciones linfocitarias. La autoinmunidad puede
surgir como consecuencia de una seleccion o regulacién incorrecta de los linfocitos
auto-reactivos, por la presentacion de auto-antigenos en un contexto inflamatorio o
la produccion de neo-antigenos. Tanto la susceptibilidad genética como factores
ambientales se han visto involucrados en el desarrollo de fenémenos de

autoinmunidad (Rioux & Abbas 20085).

1.2. Lupus Eritematoso Sistémico (LES)

Aquellas enfermedades autoinmunes donde las principales células efectoras
son los linfocitos B, se caracterizan por la produccion de autoanticuerpos que

forman inmunocomplejos los cuales son los causantes de la patologia. Los




inmunocomplejos se depositan y aglomeran en diferentes tejidos, sin importar la
procedencia celular de los antigenos. La enfermedad se produce porque en Ia
medida que los inmunocomplejos son depositados, éstos producen inflamacién y
atraen células fagociticas que producen dafio en los tejidos (Yanaba y col. 2008).
Una enfermedad autoinmune caracterizada por la presencia de
inmunocomplejos es el lupus eritematoso sistémico (LES). El LES es una
enfermedad autoinmune crénica que afecta a multiples 6rganos y que se
caracteriza por la presencia de linfocitos T hiperactivados y linfocitos B auto-
reactivos. En esta enfermedad se producen auto-anticuerpos. contra
nucleoproteinas y ADN los cuales se depositan principalmente en el rifidn, activan
la cascada del complemento, reclutan neutréfilos, y producen un proceso
inflamatorio que culmina con el dafio renal (Carroll 2004). El lupus afecta
aproximadamente al 0,1% de la poblacién mundial, principalmente mujeres en
edad fértil. En Chile, hasta el afioc 2012 se estimaba que habian entre 12.000 y
16.000 pacientes con algln fipo de lupus, estableciéndose una prevalencia de la
enfermedad de 70 a 91 casos por cada 100.000 habitantes. La susceptibilidad al
lupus esta dada por factores genéticos, ambientales y hormonales. En humanos el
lupus surge como un desorden poligénico donde las distintas combinaciones de
los genes defectuosos darian origen a las diferentes manifestaciones de Ia
enfermedad. Se atribuye. un papel importante a los factores ambientales en el
desarrollo del lupus ya que es necesario un evento gatillante para iniciar la
enfermedad (Rahman & Isenberg 2008). Por otro lado Ia gran diferencia que existe
en la prevalencia del lupus entre hombres y mujeres (una razén de 9:1) sugiere la
activa participacion de hormonas sexuales en la patogénesis de la enfermedad

(Rahman & Isenberg 2008).




El lupus es una enfermedad que no tiene cura y los tratamientos actuales son
solo paliativos y difieren de un paciente a otro, dependiendo de cuales son los
principales sintomas a tratar. En general los tratamientos involucran terapia con
corticoesteroides y agentes inmunosupresores, y por ultimo quimioterapias
inmunoablativas con trasplante de meédula 6sea con el objetivo de generar un

sistema inmune no susceptible a la enfermedad (Wentworth & Davies 2009).

1.3. Alteraciones Inmunolégicas en el LES

El lupus es una enfermedad del sistema inmune caracterizada por
complejas interacciones entre LB auto-reactivos, LT hiperactivados y DCs
disfuncionales. Estas interacciones dan lugar a la produccién de una amplia gama
de citoquinas inflamatorias, células apoptéticas y diversos auto-anticuerpos que
forman inmunocomplejos. A su vez, los inmunocomplejos activan células efectoras
y al sistema del compilemento, lo que lleva finalmente al dafio e inflamacidn tisular
que son la caracteristica principal de esta enfermedad. Debido a esto, pacientes
con LES presentan un aumento de citoquinas inflamatorias y auto-anticuerpos.
Ademas el lupus ha sido relacionado con deficiencias en genes involucrados en [a
respuesta inmune, apoptosis, transduccidn de sefiales y el ciclo celular (Rahman &

Isenberg 2008).

1.3.1. Auto-anticuerpos en el LES

Una de las caracteristicas principales del lupus es la presencia de un

amplic especiro de auto-anticuerpos contra una variedad de auto-antigenocs. Los




auto-antigenos que gatillan esta respuesta humoral provienen principalmente de
componentes intracelulares como el ADN, histonas, ARN, ribonucleoproteinas,
cromatina, nucleosomas entre otros (Marks & Tullus 2012). Los auto-anticuerpos
contra estos antigenos, también llamados ANA (anticuerpos anti-nucleares), son
producidos por células plasmaticas auto-reactivas que presentan un fenotipo
hiperactivado. Esta excesiva activacion se refleja en los mas de 100 auto-
anticuerpos descritos hasta el momento en el LES. Los anticuerpos segun su
isotipo, pueden ejercer distintos efectos ya sea por agregacion, blogueo,
estimulacion, opsonizacion, fijacién del complemento o sensibilizacion de otras
células efectoras del sistema inmune (Naparstekt & Plotz 1993). La prevalencia de
auto-anticuerpos en el suero de pacientes con lupus es variable, sin embargo [a
presencia de auto-anticuerpos contra ADN de doble hebra (ADNdh) pareciera ser
el diagnéstico mas claro para el LES dado que existe una correlacion directa entre
el titulo de este anticuerpo y el desarrollo de la enfermedad (Naparstekt & Plotz

1993; Rahman & Isenberg 2008; Marks & Tullus 2012).

1.3.2. Citoquinas en el LES

Las citoquinas son un grupo de proteinas y péptidos solubles que son
producidos y secretados por células del sistema inmune. Estas actuan como
reguladoras positivas y negativas del sistema inmune, modulando asi las
actividades funcionales de las células como la diferenciacion, maduracion y
activacion (Urra & Torre 2012). Se postula que la desregulacién de citoquinas

cumpliria un rol crucial en la pérdida de la tolerancia que da lugar a la enfermedad




y a su vez en el dafo tisular que la caracteriza, por ende las citoquinas
participarian tanto en la iniciacion como en la mantencion del LES. La principal
citoquina involucrada en la patogénesis del lupus es IFN-a, sin embargo otras
citoquinas que también se encuentran desreguladas en el LES son IL-8, IFN-y, y
citoquinas producidas por LT como IL-17, IL-21 e IL-2 (Ohl & Tenbrock 2011). En
el suero de pacientes con LES se puede correlacionar niveles altos de IFN-a con [a
produccién de auto-anticuerpos anti-ADNdh y con el desarrollo de la enfermedad.
IFN-a es producido principalmente por células dendriticas plasmacitoides (pDC) y
se ha determinado que éstas son capaces de secretar esta citoquina [uego de
entrar en contacto con complejos inmunes. Se ha determinado que IFN-a cumpliria
multiples funciones en la patogénesis del LES. Por una parte éste promueve una
retroalimentacién positiva haciendo que las pDC, monocitos y células dendriticas
convencionales (cDC) sinteticen IFN de tipo [ (Obermoser & Pascual 2010). A su
vez IFN-a promueve la pérdida de la tolerancia periférica al inducir la maduracion
de DCs, dado que se requiere de la presencia de DCs inmaduras para la
generacion de Linfocitos T reguladores (LTreg) asi como para la delecidn de LT
auto-reactivos (Blanco y col. 2001). Por tltimo IFN-a promueve la citotoxicidad de
LT CD8" y también es capaz de aumentar la proliferacion de LT CD4" auto-
reactivos al inducir una mayor expresion de moléculas coestimulatorias en la

superficie de células presentadoras de antigeno (Ohl & Tenbrock 2011).




1.3.3. Disfuncién linfocitaria en el LES

Hoy en dia se sabe que las enfermedades autoinmunes como el lupus
se producen debido a la interaccién entre multiples componentes del sistema
inmune, donde LT hiperactivados facilitan la respuesta inmune adaptable de LB
auto-reactivos y a su vez los LB son capaces de tener un rol reciproco en la
activacion de LT CD4" (Tobon y col. 2013). Los LB son esenciales en la
patogénesis de! lupus sin embargo, estos no son simplemente células productoras
de anticuerpos. Utilizando al modelo murino de lupus MRL/lpr, Shlomchik y col.
introdujeron un mutacién en los LB de estos ratones, la cual imposibilita la
secrecion de inmunoglobulinas (y autoanticuerpos) y demostraron que los ratones
aun asi desarroliaban nefritis y vasculitis (Chan y col. 1999). Dicho experimento
demostré que los LB contribuyen al desarrollo del lupus mediante vias
independientes de la generacién de auto-anticuerpos. Dicha via lleva relacion con
su capacidad de actuar como células presentadoras de antigeno (APCs) dado que
poseen moléculas de tipo MHC-II en su superficie. De esta manera los LB son
capaces de unir auto-antigenos a través del receptor de LB (BcR), procesarlos y
presentarlos a LT (Tobon y col. 2013). Por (ltimo, se ha demostrado que los LB
también participan en el proceso de autoinmunidad al secretar quimioquinas y
citoquinas pro-inflamatorias como IL-8 e IFN-y (Pathak & Mohan 2011).

Experimentos en donde se depleta de LB a ratones con predisposicién a
desarrollar lupus muestran una disminucién en la severidad de la enfermedad pero
no su erradicacién, indicando claramente que los LB no son los Unicos que
contribuyen al desarrollo del LES (Shlomchik y col. 1994). La importancia de la

participacién de LT en el autoinmunidad fue determinada en experimentos donde
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la eliminacion constitutiva de éstos en modelos con predisposicion al [upus inhibian
el desarrollo de la enfermedad (La Cava 2009). Se ha demostrado que los LT
participarian en la patogénesis del lupus al proveer a los LB con la ayuda
necesaria para montar una respuesta inflamatoria y la produccion de auto-
anticuerpos con alta afinidad (Crispin y col. 2010). Ademas los LT también son
capaces de infiltrar los érganos blanco, causando inflamacion y dafio tisular
(Moulton & Tsokos 2011). Finalmente se ha demostrado que LT provenientes de
pacientes con lupus o modelos murinos de la enfermedad muestran claras
alteraciones en su transduccién de sefiales luego de ser activados mediante el
complejo TcR/CD3. A nivel celular los LT de pacientes con lupus muestran una
activacion espontanea, son resistentes a la apoptosis, a la inducciéon de anergia y
tienen caracteristicas proliferativas y de supresién anormales (La Cava 2009).

Los linfocitos T reguladores (LTreg), caracterizados por la expresion del
factor de transcripcion Foxp3, son una subpoblacién de LT CD4" que tienen un rol
importante en la mantencion de la tolerancia periférica dado que son capaces de
suprimir la proliferacién de LT efectores auto-reactivos (Bonelli y col. 2010} y
también inhibir la actividad de LB auto-reactivos (likuni y col. 2009). Dada su
funcion, se ha sugerido que deficiencias cuantitativas y/o cualitativas en las
poblaciones de LTreg podrian ser las causantes de la pérdida de tolerancia e
induccién de autoinmunidad. Esta hipotesis ha sido corroborada ya que en
animales a los que se les depleta de LTreg, se les gatilla autoinmunidad (Okamoto
y col. 2011). La relacién entre LTreg y lupus ha sido controversial dado que existen
estudios en sangre de pacientes con LES que muestran aumentos y otros
disminuciones de los porcentajes de LTreg en comparacion a individuos sanos

(Bonelli y col. 2010). Estudios en modelos murinos de la enfermedad han arrojado
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las mismas controversias y no s6lo en cuanto a las proporciones de LTreg sino
que también respecto a su funcionalidad como células supresoras (Okamoto y col.
2011). Sin embargo, la mejor evidencia del rol positivo que tendrian los LTreg a
favor de la mantencion de tolerancia proviene de experimentos donde la
transferencia adoptiva dé un alto nimero de LTreg a ratones de la cepa con
predisposicion al lupus, (NZWxNZB) F1, retrasé el comienzo de la enfermedad

(Horwitz 2008).

1.3.4. Células Dendriticas y LES

Las células dendriticas (DCs) son un grupo heterogéneo de células
derivadas de precursores de la médula dsea que conecian al sistema inmune
innato con el adaptable (Seitz & Matsushima 2010). Las DCs se especializan en la
captura, procesamiento y presentacion de antigeno que culmina en la induccién de
una respuesta adaptable especifica (Rénnblom & Pascual 2008). En los tejidos
periféricos, las DCs se encuentran en un estado inmaduro y son altamente
eficaces en la captura de antigenos. En respuesta a sefiales de activacién éstas
maduran y se transforman en celulas presentadoras de antigeno (APC). Las DCs
pueden ser activadas mediante mditiples agentes, entre los cuales se incluyen los
microorganismos, virus, células enddgenas en apopiosis 0 necrosis y por células
del sistema inmune innato y adaptable (Rénnblom & Pascual 2008). Ademas de
presentar péptidos en el contexto de moléculas MHC-1 o MHC-Il a LT, las DCs
tienen la capacidad de presentar glicolipidos y glicopéptidos a LT y polipéptidos a

LB (Rénnblom & Pascual 2008). Las DCs expresan en su superficie un grupo de

12




moléculas coestimulatorias que permiten la activacién de LT virgenes lo que da
origen a las respuestas inmunes primarias. A su vez, las DCs producen y secretan
una amplia gama de guimioquinas cuya funcién es atraer distintas poblaciones
linfocitarias dependiendo de la respuesta inmune inducida. Mediante la secrecién
de combinaciones especificas de citoquinas, las DCs participan en la
diferenciacién o polarizacién de LT virgenes hacia LT Th1, Th2, Th17, LTreg, etc
(Rénnblom & Pascual 2008).

Las DCs son cominmente conocidas como los centinelas del
organismo, dado que se encuentran constantemente vigilando la presencia de
patdgenos como sefiales de peligro. Bajo este rol es que se les considera las
principales presentadoras de antigeno dado que son las lnicas capaces de migrar
hacia los linfonodos y activar LT virgenes. Sin embargo, las DCs también cumplen
un rol importante en la mantencion de la tolerancia hacia auto-antigenos a través
de miltiples mecanismos que incluyen la delecién o induccién de anergia en LT
auto-reactivos y la generacién de LTreg (Hardin 2005). Este rol dual en la
regulacion tanto de respuestas inmunes inflamatorias como tolerogénicas sugiere
fuertemente un rol protagénico de las DCs en la generacion y desarrollo de
enfermedades autoinmunes. Entre sus posibles roles en el LES se incluyen;
presentacién de auto-antigenos como inmunégenos a LT, incapacidad de eliminar
LT auto-reactivos, sobre-produccién de citoquinas inflamatorias y una inadecuada
induccién de LTreg (Hardin 2005). Adicionalmente, se ha demostrado que las DCs
también modulan la funcion de los LB de manera directa. En este sentido se ha
reportado que las DCs pueden capturar y retener antigenos no procesados y
transferirlo a LB virgenes para iniciar una respuesta humoral (Wykes y col. 1998).

Asimismo, son capaces de inducir la diferenciacion terminal de LB hacia células
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plasméticas independiente de LT a través de la produccion de IFN-a e IL-6 (Poeck
y col. 2004, Jego y col. 2003; Mathian y col. 2011) y también de manera contacto
dependiente (Jorgensen y col. 2009).

Las DCs pueden ser subdivididas principalmente en dos subgrupos
segun su fenotipo y funciones especificas: las células dendriticas convencionales
(cDC) y las ceélulas dendriticas plasmocitoides (pDC). Las ¢DC derivan de un linaje
monocitico y residen principalmente en tejidos epiteliales como la piel y érganos
mucosos donde realizan su labor de inmunovigilancia (Seitz & Matsushima 2010).
En ratén y humano, las cDC se caracterizan por expresar elevados niveles de la
integrina CD11c y por su potente capacidad de activar LT virgenes fras su
maduracién (Merad y col. 2013). Por otro lado en ratén, las pDC se identifican por
[a menor expresion de CD11c y por co-expresar B220, un marcador de LB.
Funcionalmente, estas ultimas son las principales productoras de IFN-q, por lo que
también se les conoce como celulas productoras de IFN (IPCs: IFN Producing
Cells) (Hardin 2005).

La participacién de las DCs durante el desarrollo del lupus ha sido
controversial, en parte porque no existe una clara distincién entre los muitiples
subsets de DCs (Merad y col. 2013). En un estudio se reporté que la eliminacién
constitutiva de DCs en ratones sin predisposicién al lupus gatilla autoinmunidad en
éstos, sin embargo otros dos grupos han reportado lo contrario (Birnberg y col.
2008; ioannou y col. 2013). Estos resultados contradictorios sugieren fuertemente
que las DCs cumplirian un rol tanto positivo como negativo durante la generacién
de una respuesta inmune. En cuanto a la participacién especifica de las principales
sub-poblaciones de DCs en el lupus, se sabe por ejemplo que las ¢DC tienen la

habilidad de procesar material proveniente de células apoptéticas y necréticas y
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presentarlo a LT bajo un contexto inmunogénico (Hopp y col. 2014). Contrario a
esto, ias pDC son incapaces de capturar este material apoptdtico a menos que
éste venga acoplado a complejos inmunes, en cuyo caso las pDC los procesan, se
activan y liberan altas cantidades de IFN-a (Fransen y col. 2010). Como ya se
menciond con anterioridad, elevados niveles de IFN-a se correlacionan
directamente con la produccién de anticuerpos anti-nucleares en pacientes con
lupus, lo que sugiere una relacion directa entre las pDC y el LES. Adicionalmente
se ha descritoc que las pDC son capaces de regular la activacion de LB auto-
reactivos de forma directa, mediante contacto célula-célula, e indirecta, mediante
factores solubles (Ding y col. 2009).
Existen ademas oiras evidencias del rol protagénico que cumplen las
DCs en el desarrollo del LES. Varios estudios, tanto en modelos murinos del lupus
como pacientes con LES, han descrito la presencia de un fenotipo hiperactivado
tanto de cDC como pDC, mediante la evaluacién de marcadores de coestimulacién
y maduracién como CD86, CD80 y MHC-II (Dacheng Ding y col. 2008; Colonna y
col. 2008; Decker y col. 2008; Carrefio y col. 2009; Gleisner y col. 2013). La
hiperactivacién de las DCs durante el desarrollo del [upus explican en parte la
hiperactividad de los LT en esta enfermedad (Zhu y col. 2005).
Se ha descrito que en modelos murinos de lupus existe una acumulacién
de DCs tanto en sangre periférica (Ishikawa y col. 2002; Gleisner y col. 2013)
como en el bazo (Kalled y col. 2001; Jorgensen y col. 2009; Gleisner y col. 2013).
Por ofra parte la reduccién de DCs en un modelo con predisposicién al lupus
mejoro notablemente las patologias renales en los ratones sugiriendo asf que las

DCs contribuyen directamente al dafio renal en el LES (lwata y col. 2009).

15




A pesar de la totalidad de resultados a favor de un rol protagénico de las
DCs en el lupus, aun falta determinar de manera més especifica las funciones

patolégicas no-redundantes de las DCs en un contexto de autoinmunidad.

1.3.5. Tolerancia Central, DCsy LES

La reaccién inmune contra antigenos propios se previene inicialmente
dentro del timo mediante un proceso llamado tolerancia central (Kyewski & Klein
2006). A pesar de que estos mecanismos son eficientes, éstos no son capaces de
eliminar la totalidad de linfocitos auto-reactivos debido a que no todos los auto-
antigenos son presentados en el timo. Por esta razén, existen mecanismos de
tolerancia periférica que se encargan de eliminar a aquelios LT auto-reactivos que
escapan a la periferia (Hogquist y col. 2005).

Muchos de los LT que se encuentran en desarrollo en el timo presentan
receptores TCR que son incapaces de unirse a moléculas MHC en la superficie de
APCs (Hogquist y col. 2005). Estos linfocitos T son eliminados mediante
mecanismos de seleccion positiva haciendo que el repertorio de LT solo contenga
aquellos linfocitos capaces de reconocer péptidos unidos a moléculas MHC
(Hogquist y col. 2005). Durante la seleccién positiva también se enriquece de LT
auto-reactivos, sin embargo aquellos gue reconocen con alta afinidad las
moléculas MHC son eliminados mediante mecanismos de seleccién negativa
(Abbas y col. 2010). El paso clave dentro del mecanismo de tolerancia central
ocurre durante la delecién clonal. En dicho proceso los linfocitos inmaduros que
tienen una alta afinidad hacia auto-antigenos son eliminados mediante la induccién

de apoptosis (Sprent & Kishimoto 2001). También se han descrito otros
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mecanismos involucrados, como la anergia o edicién del receptor TcR, sin
embargo éstos ocurririan de manera menos frecuente que la delecion clonal
(Hogquist y col. 2005). Estos tres mecanismos se encargarian de eliminar o inhibir
a aquellos linfocitos auto-reactivos por lo que son considerados mecanismos de
seleccion negativa. Sin embargo, también se reconoce que no todos los linfocitos
auto-reactivos son eliminados, sino que un porcentaje de éstos son seleccionados
con la finalidad de formar LTreg los que a su vez se encargarian de regular
aquellas respuestas autoinmunes (Proietto y col, 2009).

En el lupus la enfermedad se desarrolla debido a la presencia de LB
auto-reactivos ios cuales requieren de la ayuda de LT CD4* auto-reactivos para su
activacion. Dado que LT auto-reactivos con una alta afinidad para péptidos propios
son normalmente eliminados en el timo, su presencia durante el lupus son
indicativos de una falla de los mecanismos de tolerancia central.

Para que la tolerancia central se lleve a cabo debe existir una
concentracion suficiente de auto-antigenos de manera que éstos sean procesados
y presentados en moléculas MHC a los timocitos en desarrollo (Hadeiba & Butcher
2013). El rol del epitelio timico en la presentacion de auto-antigenos en el timo ha
sido ampliamente estudiada (Klein y col. 2009), sin embargo la participacién de las
DCs en este proceso no ha sido claramente determinada. Por una parte la
eliminacién de las DCs de la médula timica inhibe la delecién clonal de LT
(McCaughtry y col. 2008). De manera méas especifica, Von Andrian y col.
demostraron que DCs cargadas con antigeno migran hacia el timo e inducen la
delecién de LT CD4" especificos contra dicho antigeno (Bonasio y col. 2008). Por
otra parte distintos experimentos realizados con DCs de timo de ratén o de

humano han demostrado que éstas son capaces de inducir la generacioén de LTreg
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a partir de timocitos (Proietto, Dommelen, y col. 2008; Martin-Gayo y col. 2010).
Por dltimo y quizas lo mas relevante de todo, es que se demostré que los
corpisculos de Hassall en el timo secretan linfopoietina estromal timica (TSLP) la
cual instruye a las DCs timicas a inducir la generacién de LTreg Foxp3” (Watanabe
y col. 2005; Hanabuchi y col. 2010).

Se ha determinado que la presentacion de antigenos periféricos en el
timo seria gracias a la migracién de DCs hacia dicho érgano (Proietto y col. 2009;
Hadeiba & Butcher 2013). Es asi como se determind que dos de las tres sub-
poblaciones de DCs del timo provienen de la periferia (Li y col. 2009). Las DCs
migratorias consisten en pDC inmaduras y ¢DC que expresan la proteina
reguladora de sefiales alfa (Sirpa), mientras que las DCs de origen intratimico
serian cDC CD8a’Sirpa’ (Li y col. 2009).

Las cDC de origen intratimico se localizan especificamente en la medula
del timo. La expresién de CD8a en la superficie de estas células les permite
presentar antigenos en complejo con MHC-I a LT CD8" (Hadeiba & Butcher 2013).
Por otro lado las cDC migratorias que provienen de la periferia se localizan
principalmente en el espacio perivascular y corteza del timo y son altamente
endociticas demostrandose su capacidad de capturar y procesar antigenos
provenientes de la sangre (Hadeiba & Butcher 2013). Ademas son capaces de
inducir la delecién clonal de LT aniigeno especificos e inducir la generaciéon de
LTreg timicos (Hadeiba & Butcher 2013).

Las pDC timicas son una subpoblacion de DCs que son reclutadas a
partir de la sangre y que se localizan principalmente en la zona cortico-medular del
timo. En su estado inactivado e inmaduro las pDC se caracterizan por tener una

baja capacidad de presentacion antigénica sugiriendo que su rol en el timo seria
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protegerlo ante infecciones virales mediante la secrecion de IFN-a. Sin embargo,
se ha demostrado que las pDC intratimicas de humano, al igual que las cDC
migratorias, son capaces de inducir tolerancia al participar en la generacion de
LTreg timicos (Hanabuchi y col. 2010). Se ha determinado que los LTreg inducidos
por cDC o pDC timicas presentan fenotipos distintos. Los Treg timicos inducidos
por pDC son eficientes productores de |L.-10 y tienen una baja capacidad de
secretar TGF-B en comparacién con aquellos inducidos por cDC (Matta y col.
2010).

Por ofro [ado se ha determinado que [as pDC tolerogénicas que migran
al timo se caracterizan por la expresion en su superficie del receptor de
guimioquinas CCR9 y que éstas son capaces de transportar antigenos periféricos
hasta el timo para promover la folerancia central (Hadeiba y col. 2012). Sin
embargo la deficiencia de CCR9 no bloquea del todo la migracidén de pDC hacia el
timo, sugiriendo la existencia de ofros mecanismos de homing hacia este érgano
(Hadeiba y col. 2012).

Es importante mencionar que el transporte de antigenos periféricos al
timo requiere de un cuidadoso control con |a finalidad de prevenir la induccién de
tolerancia hacia moléculas patogénicas. Pareciera ser que dicho control se logra a
través de la supresion de la migracién de DCs que cargan motivos patogénicos a
través de los receptores tipo toll (TLR) (Hadeiba & Butcher 2013). En ¢l caso de
las pDC se ha demostrado que la activacidén mediante TLRS, el cual capta ADN de
microorganismos, disminuye la expresion de CCR9 en la superficie de las pDC,

previniendo asi el transporte de antigenos patogénicos al timo (Hadeiba y col.

2012).




1.4. Modelo murino de lupus: BWF1

L.os modelos murinos mas utilizados en el estudio del lupus son [os ratones de
la cepa MRL/Ipr, BXSB/Yaay y los de la cepa (NZWxNZB) F1 (Perry y col. 2011).
La cepa (NZWxNZB) F1, también [lamada BWF1, son ratones provenientes de la
cruza entre las cepas New Zealand Black (NZB) y New Zealand White (NZW).
Durante este trabajo se utilizé el modelo murino BWF1, el cual desarrolla
espontaneamente, en un pericdo relativo entre 6 a 10 meses de edad, una
enfermedad autoinmune caracterizada por [a produccién de anticuerpos anti-
nucleares (ANA) y por el desarrollo de una glomerulonefritis (GN) fatal mediada
por complejos inmunes (Perry y col. 2011). Los anticuerpos antinucleares poseen
multiples especificidades contra diferentes antigenos entre los cuales se
encuentran el ADN de hebra simple (ADNsh), el ADN de doble hebra (ADNdh) y
complejos de proteinas con acidos nucleicos (Gioud y col. 1983). En este modelo,
las hembras son notablemente mas susceptibles a desarrollar la enfermedad que
los machos (Gubbels y col. 2014). Se considera que la cepa BWF1 es el modelo
murino que mejor replica los sintomas observados durante la enfermedad del
lupus en humanos lo que lo hace un excelente modelo para el estudio de varias de

las anormalidades inmunoldgicas caracteristicas de esta enfermedad.

20




2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. HIPOTESIS

En el modelo murinc del lupus eritematoso sistémico, BWF1, las DCs
presentan alteraciones fenotipicas que gatillan cambios en sus propiedades

funcionales y migratorias lo cual incide en el desarrollo de la enfermedad.

2.2. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar las sub-poblaciones de células dendriticas plasmocitoides
y convencionales en un modelo murino de lupus eritematoso sistémico y

evaluar su rol durante el desarrollo de la enfermedad.

2.3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.3.1 Caracterizar mediante marcadores de superficie especificos la
subpoblacién de células dendriticas plasmocitoides que se encuentra

aumentada en el bazo de ratones [Upicos.

2.3.2 Evaluar la migracidn de células dendriticas de ratones Idpicos y

controles a distintos érganos linfoides.

2.3.3 Evaluar la sobrevida de ceélulas dendriticas provenientes de ratones

ltpicos y controles.




2.3.4 Caracterizar mediante marcadores de superficie [as sub-poblaciones de
células dendriticas presentes en timo de ratones lipicos, prelipicos y

controles.

2.3.5 Evaluar in vitro el rol de ceélulas dendriticas de ratones lipicos en la

eliminacion de LT inmaduros e induccién de LT reguladores en el timo.

2.3.6 Determinar in vivo el rol de las DCs en el desarrollo del lupus mediante
experimentos de transferencia adoptiva de DCs de ratones lGpicos para
determinar si se acelera o se induce la enfermedad en ratones receptores

prelupicos.

2.3.7 Determinar in vitro el rol de DCs de ratones lupicos sobre la maduracion

de LB.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. MATERIALES

3.1.1. Animales

Ratones hembras BWF1 y NZW se obtuvieron de Jackson Laboratory
(Bar Harbor, USA). Para los experimentos se utilizaron ratones BWF1 de 6-10
meses de edad que denominamos ltpicos ya que producen anticuerpos anti-
ADNdh y presentan dafio renal evidenciado por los altos niveles de proteina en
la orina (proteinuria de 500mg/dL). Como control, se utilizaron ratones BWF1 de
3-4 meses de edad, que denominados prelipicos dado que no poseen ningln
sintoma de la enfermedad. La enfermedad en ratones Ilupicos fue evaluada
mediante analisis de proteinuria medida de forma semi-cuantitativa utilizando
tiras reactivas Combur Test N (Roche Diagnostics, Alemania) en conjunto con
un analisis de anticuerpos anti-ADNdh en el suero mediante un ensayo
convencional de ELISA (Métodos 3.2.1 y 3.2.2). Como controles adicionales se
utilizaron ratones hembras de la cepa no-autoinmune (NZWxBalb/c) F1, los
cuales presentan el mismo haplotipo H-2 que los ratones BWF1. Los ratones se
mantuvieron bajo condiciones de esterilidad, con aire filtrado y comida
autoclavada, en el bioterio de la Fundacién Ciencia & Vida (Santiago, Chile).
Los animales fueron sacrificados mediante la exposicion a diéxido de carbono.
Este frabajo se encuentra en acuerdo con las normas de bioética de la Facultad

de Ciencias de la Universidad de Chile.
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3.1.2. Anticuerpos

Anticuerpos monoclonales especificos para ratén adquiridos en
BioLegend (San Diego, CA): CD86 PE (clon GL1), CD138 PE (clon 281-2),
CD45R/B220 PeCy7 {clon RA3-6B2), CD4 PE (clon RM4-5), CD19 FITC (clon
6D5), CD3 FITC (clon 17A2), IgM PeCY7 (clon RMM-1), PDCA-1 APC (clon
927), CD11c FITC (clon N418), IgG2b,k APC (clon RTK4530).

Anticuerpos monoclonales especificos para raton adquiridos en
eBioscience (San Diego, CA): CD5 PeCy7 (clon 53-7.3), CD11c PE (clon N418),
IFN-y FITC (clon XMG1.2), CD62L PE (clon MEL-14), CD25 APC (clon PC81.5),
CD8 APCH7 (clon 53-6.7), CD9 FITC (clon KMC8), CCR9 PE (clon CW1.2),
CD19 APC-eFluor 780 (clon 1D3), CD274 PE (clon MIH5), CD273 PE (clon
TY25), Foxp3 PECy7 (clon FJK-16s), SiglecH APC (clon eBio440c), CD16/32
(clon 93), CD3 purificado (clon 145-2C11), IgG2a,k PE (clon eBM2a).

Anticuerpos monoclonales especificos para ratén adquiridos en BD
Pharmingen (San Diego, CA): IgD FITC (clon 11-26c.2a), IAd FITC (clon AMS-
32.1), |Ad purificado (clon 34-5-3), CD79b FITC (clon HM79b), Armenian
Hamster IgG2/3 FITC (clon G70-204).

Para determinar viabilidad se utilizé Fixable Viability Dye eFluor® 780
(ebioscience) y Pl (Sigma Aldrich, USA).

Otros: anti-IgG de ratén conjugado a HRP hecho en cabra (DAKO,

USA).

3.1.3. Equipos

* Citdmetro de flujo FACSCanto I, BD Biosciences, California USA
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* Emax Precision Microplate Reader, Molecular Devices, USA
* BD FACSAria lll cell sorter, BD Biosciences, California USA
» Centrifuga 5804 R, Eppendorf

* Centrifuga 5402, Eppendorf

* [ncubador de CO, Serie 8000 WJ, Thermo Scientific, USA

» Microscopio Optico Labophot-2, Nikon, USA

3.1.4. Programas

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

» FlowdJo v7.6.5 32bit para Macintosh, Tree Star, Inc., Trustees of Leland
Stanford, Oregon USA, http:/ivww.flowjo.com

» BD CBA Software, BD Biosciences, California USA

« SOFTmaxPRO v.4.0, Life Sciences Edition, USA

* GraphPad Prism 5 para Mac OS X, GraphPad Software, San Diego

California USA, www.graphpad.com
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3.2. METODOS

3.2.1. Obtencion de suero a partir de sangre de ratones

Se obtuvo sangre a partir de la vena lateral de la cola de ratones. Para
esto se calentd la cola del animal bajo una [dmpara y mediante el uso de un
bisturi se realizé una pequefia incisién a un lado de la cola. La sangre se
mantuvo por 18 hrs a 4°C. Luego se obtuvo el suero y éste se centrifugé a 250
x g por 10 min a 4°C para eliminar restos de eritrocitos. Los sueros fueron

guardados a -20°C hasta su posterior utilizacién para ensayos de ELISA y CBA.

3.2.2. ELISA para la deteccién de anticuerpos anti-ADN doble hebra

Se utilizaron placas de 96 pocillos de fondo plano (Nalgene Nunc
International, USA) recubiertas con 65 ng de ADN de timo de cabra (SIGMA,
USA) disuelto en 100 pL de buffer SSC (NaCl 0,15 M, citrato de sodio 0,015 M
pH 8) por pozo. Se incubaron por 18 horas a 37°C y se lavo una vez con PBS-
Tween 0,05%. Luego, las placas se bloquearon durante 1 hora a temperatura
ambiente con PBS-Tween 0,05% y se lavaron tres veces con una solucién de
PBS-Tween 0,05%. Posteriormente se agregaron los sueros de los ratones
(Métodos 3.2.1.) diluidos 1/250 en PBS-Tween 0,05% y se incubaron por 1 hora
a temperatura ambiente. Luego las placas se lavaron tres veces con PBS-
Tween 0,05% y se incubaron por 1 hora a temperatura ambiente con el
anticuerpo secundario anti-lgG de ratén hecho en cabra y conjugado a HRP
(DAKO, USA) diluido 1/2000 en PBS-Tween 0,05%. Por (ltimo, las placas se

lavaron 5 veces con PBS-Tween 0,05% y se agregaron 100 uL por pozo del
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sustrato proveniente del kit TMB Substrate Reagent Set (BD Biosciences, USA).
La reaccién se detuvo usando 50pl por pozo de una solucién 1M de H,PO,
(Merk,USA) y se leyeron las densidades épticas a 450 nm en un lector de

placas (Molecular Devices, USA).

3.2.3. Aislamiento de células de médula ésea, linfonodos, bazo y timo.

Médula Osea (MO): Se disecaron tibias y fémures y los huesos se
perfundieron con 10 ml de medio RPMI (Gibco, Life Technologies, USA). La
médula Osea se disgregd mediante agitacion fuerte para obtener una
suspension homogénea y las células obtenidas se pasaron a través de una
gaza para eliminar los agregados celulares. Para la lisis de los gl6bulos rojos se
incubaron las células con 2 ml de una solucién comercial RBC Lysis Buffer
(BioLegend, USA) durante 5 minutos a 4°C. Luego las células fueron lavadas

con 10 ml de PBS + 10% FBS y se centrifugaron a 600 x g por 7 minutos a 4°C.

Linfonodos y timo: Las células se obtuvieron a partir de linfonodos
periféricos (PLN), linfonodos mesentéricos (MLN) y timo. Los érganos se
disgregaron mecanicamente y se frataron con 1 mg/ml de colagenasa D
(Roche, USA) y 20 U/ml de DNAsa-l (Roche, USA) en medio. PBS + 2% FBS
por 45 minutos a 37°C con agitacién suave. Posteriormente, los tejidos se
pasaron a través de una malla metdlica de 90 pm para eliminar los agregados

celulares.

Bazo: Los bazos fueron disgregados mecanicamente y tratados con 1
mg/mi de colagenasa D (Roche, USA) y 20 U/ml de DNAsa-I (Roche, USA) en

medio PBS + 2% FBS por 45 minutos a 37°C con agitacion suave.
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Posteriormente, los tejidos se pasaron a través de una malla metdlica de 90 uym
para eliminar los agregados celulares. Para la lisis de los glébulos rojos se
incubaron las células con 2 ml de una solucién comercial RBC Lysis Buffer
(BioLegend, USA) durante 5 minutos a 4°C. Luego las células fueron iavadas

con 10 ml de PBS + 10% FBS y se centrifugaron a 600 x g por 7 minutos a 4°C.

Las células obtenidas de cada drgano se contaron mediante una camara
de Neubauer para obtener el niumero absoluto de células recolectadas. Las
distintas poblaciones celulares fueron analizadas mediante la utilizacién de

anticuerpos especificos y el uso de citometria de flujo.

3.2.4, Purificacion magnética de DCs de bazo

Para los ensayos de apoptosis y migraciéon competitiva se utilizaron DCs
totales purificadas por columnas magnéticas. El bazo de los diferentes ratones
fueron disgregados mecanicamente y digeridos enzimaticamente (Métodos
3.2.3). En seguida, las células fueron lavadas una vez con 10 ml de buffer de
purificacion (PBS, EDTA 2mM, FBS 0,5%), se centrifugaron a 600 x g por 7
minutos y se resuspendieron en 300 pl de buffer de purificacion por cada 1 x
10° de células y se incubaron con 30 pl de MACS anti-CD11¢ de ratén (clon
N418) (Miltenyi Biotec) durante 20 minutos a 4°C con agitacién. Enseguida, las
células se lavaron una vez con 10 ml de buffer de purificacion, se centrifugaron
a 600 x g por 7 minutos y se resuspendieron en 1 ml de buffer de purificacién.
Las células se seleccionaron positivamente de acuerdo a las instrucciones del
fabricante utilizando un magneto (VarioMACS) y columnas LS (Miltenyi Biotec).

La pureza de DCs totales fue siempre mayor al 95%, evaluado mediante
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citometria de flujo.

3.2.5. Purificacion magnética de LB de bazo

Para los co-cultivos de LB de bazo de ratones preldpicos con DCs se
purificaron LB mediante columnas magnéticas. El bazo se disgregé
mecanicamente y se pasd a través de una malla metdlica de 90 pm para
eliminar los agregados celulares. Para lisar los glébulos rojos las células se
incubaron con 2 ml de una solucién comercial RBC Lysis Buffer (BioLegend,
USA) durante 5 minutos a 4°C. En seguida, las células se lavaron una vez con
10 ml de RPMI + 10%FBS y se centrifugaron a 600 x g por 7 minutos a 4°C.
Luego se resuspendieron a una concentraciéon de 20 x 10° de células en 40 pL
de buffer de purificacién (PBS, EDTA 2mM, FBS 0,5%) y se incubaron con 10 yl
de Antibody cocktail del B cell isolation kit (Miltenyi Biotec) durante 15 minutos a
4°C con agitacién suave. Transcurrido este tiempo, se agregaron 30 pL de
buffer de purificacién por cada 20 x 10° células y 20 pL de Biotin beads del B
cell isolation kit (Miltenyi biotec, USA). Las células se incubaron 15 minutos en
oscuridad y agitacion suave a 4°C. Las células se seleccionaron negativamente
de acuerdo a las instrucciones del fabricante utilizando un magneto
(VarioMACS) y columnas LS (Miltenyi Biotec, USA). La pureza de LB totales fue

siempre mayor al 95%, evaluado mediante citometria de flujo.

3.2.6. Purificacion de diferente sub-poblaciones celulares mediante cell

sorter.

Para purificar DCs totales del bazo de ratones controles y Ilpicos se

realizo la digestidn enzimatica de acuerdo al protocolo previamente descrito
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(Métodos 3.2.3.). Dado que las DCs en el bazo representan un bajo porcentaje
de las células totales (aproximadamente 1-2%) las suspensiones celulares
fueron previamente depletadas de LT y LB. Para depletar de LB se incubé el
extracto de células totales con el anticuerpo anti-CD79b FITC (clon HM79b; BD
Pharmingen) durante 15 min a 4°C en agitacién suave y oscuridad. Luego las
células fueron lavadas y posteriormente incubadas durante 15 min a 4°C, en
oscuridad y agitacion con el anticuerpo secundario anti-Armenian Hamster
gG2/3 FITC (clon G70-204; BD Pharmingen). Luego las células fueron lavadas
y resuspendidas a una concentracion final de 20 x 10° células/mL en medio
PBS + 2mM EDTA + 0,1% BSA. Las células marcadas fueron incubadas con
Dynabeads anti-IgG de raton hecho en cabra (Invitrogen, Noruega) durante 30
min a 4°C en oscuridad y agitacién. Pasado el tiempo de incubacién las células
fueron pasadas por magneto (Dynal MPC-1, Noruega) y la fraccién negativa fue
recuperada. Posteriormente la fraccién negativa fue depletada de LT. Para esto
las células se incubaron con el anticuerpo anti-CD3 FITC (clon 17A2;
BioLegend) durante 15 min a 4°C en agitacién suave y oscuridad. Luego las
células fueron lavadas y resuspendidas a una concentracion final de 20 x 10°
células/mL con medio PBS + 2mM EDTA + 0,1% BSA. Las células marcadas
fueron incubadas con Dynabeads anti-lgG de rata hecho en oveja (Inviirogen,
Noruega) durante 30 min a 4°C en oscuridad y agitacién suave. Pasado el
tiempo de incubacion las células fueron pasadas por magneto (Dynal MPC-1,
Noruega) y la fraccién negativa fue recuperada. Finalmente las células fueron
marcadas con los anticuerpos anti-CD79b FITC, anti-CD11c PE y anti-B220
PeCy7. Las células dendriticas fueron purificadas utilizando un cefl sorter

FACSAria [l (BD Biosciences) segln el fenotipo CD79b"CD11¢'B220"" para
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obtener tanto ¢cDC (CD11¢'B2207) como pDC (CD11c™B220%). La pureza de
DCs totales de bazo de ratones controles y Itpicos fue siempre mayor al 98%,
evaluado mediante citometria de flujo.

Para la purificacién de DCs totales a partir de timo de ratones ¢ontroles y
lapicos se realizd la digestién enzimatica del 6rgano de acuerdo al protocolo
previamente descrito (Métodos 3.2.3.). Las suspensiones celulares se marcaron
con anti-CD3 FITC, anti-CD11c PE y anti-CD19 APCeFluor780 y se purificaron
las células CD11¢’CD19°CD3" utilizando un cell sorter FACSAria Il (BD

Biosciences). La pureza de DCs totales de timo fue siempre mayor al 20%.

3.2.7. Citometria de flujo para marcadores de superficie en linfocitos

provenientes de érganos linfoides.

Las células de los distintos organos (bazo, PLN, MLN, timo y MO) se
incubaron por 15 minutos con Fc block (anti-CD16/CD32 dilucién 1/400; clon
2.4G2, BD Biosciences) para bloquear FcR, posteriormente las células se
lavaron con PBS + 2% FBS y se centrifugaron a 600 x g por 7 min. Luego [as
celulas se incubaron con las correspondientes combinaciones de los
anticuerpos diluidos en PBS + 2% FBS durante 20 minutos a 4°C y oscuridad.
Enseguida las células se lavaron con PBS + 2% FBS, se centrifugaron a 600 x
g durante 7 minutos a 4°C y el pellet se resuspendié en 300 uL de PBS + 2%
FBS para luego ser analizadas en un citémetro de flujo FACS Canto Il (BD
Biosciences, USA). Las celulas muertas fueron descartadas utilizando yoduro
de propidio (1,5 ng/uL por cada 0,5x10° células; Sigma Aldrich, USA). Los
analisis de los datos se realizaron utilizando los programas FACS Diva y

FlowJo.
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3.2.8. Citometria de flujo para marcadores de superficie en linfocitos

sanguineos.

Se extrajo sangre a partir de la vena lateral de [a cola de los ratones
analizados. La sangre se recibié en heparina (Laboratorio Sanderson, Chile) en
una relacion 2:1 v/v. La unién inespecifica de anticuerpos se bloqueé incubando
las ceélulas con Fc block (anti-CD16/CD32 dilucion 1/400; clon 2.4G2, BD
Biosciences) por 20 min a temperatura ambiente. Posteriormente, las células se
incubaron con las correspondientes combinaciones de los anticuerpos diluidos
en PBS + 2% FBS durante 20 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad.
Luego se agregé 1 mL de buffer de lisis de gldbulos rojos (BD FACS Lysing
Solution, BD Biosciences, USA) y se incubd durante 10 min a temperatura
ambiente y oscuridad. Enseguida las células se centrifugaron a 620 x g durante
5 minutos a 4°C y el pellet se resuspendié en 200 UL de PBS + 2% FBS para
luego ser analizadas en un citdometro de filujo FACS Canto Il (BD Biosciences,
USA). Los analisis de los datos se realizaron utilizando los programas FACS

Diva y FlowJo.

3.2.9. Citometria de flujo para la deteccién intracelular de citoquinas y

factores de transcripcion.

Para el marcaje intracelular del factor de transcripcién Foxp3, luego del
marcaje de superficie (Métodos 3.2.7.), las células se resuspendieron a una
concentracién de 1x10° células/ml en 300 pL de la solucion de
fijacién/permeabilizacion (eBioscience) por 30 min a 4°C y oscuridad. Luego las

células se lavaron con 700 pL de buffer de permeabilizacién y se centrifugaron
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a 720 x g por 8 minutos a 4°C. Se agregé a cada tubo el anticuerpo anti-Foxp3
(eBioscience) o el control de isotipo (rat IgG2a k, eBioscience) diluidos en buffer
de permeabilizacién (dilucién optima previamente determinada). Se incubé por
30 minutos en oscuridad a 4°C, se lavaron con 700 pL del buffer de
permeabilizacion y se centrifugaron a 720 x g por 8 minutos. Finalmente se
resuspendieron en PBS + 2% FBS para posteriormente ser analizadas en un
citdmetro de flujo FACS Canto Il (BD Biosciences, USA). Para descartar células
muertas del andlisis se utilizé el reactivo FVD eFluor780 (1 ul/mL)
(eBioscience). Los andlisis de los datos se realizaron utilizando los programas
FACS Diva y FlowJo,

Para el marcaje intracelular de IFN-y primero se activaron esplenocitos
totales en RPMI + 10% FBS (1x10° células/mL) agregando acetato de forbol
miristato (PMA) (0,25 uM, Sigma), ionomicina (1 pg/mL; Sigma) y brefeldina A
(BFA) (10 pg/mL; BD Biosciences) durante 4 horas a 37°C, 5% CO,. Luego las
células se recuperaron y fueron lavadas con RPMI + 10% FBS. Posterior al
marcaje de superficie (Métodos 3.2.7.), las células se resuspendieron a una
concentracién de 1x10° células/mL en 200 pl de la solucién Cytofix/Cytoperm
(BD Biosciences) por 20 minutos a 4°C y oscuridad. Luego las células se
lavaron con buffer Perm/Wash (BD Biosciences) y se centrifugaron a 720 x g
por 8 minutos a 4°C. Se agregé a cada tubo el anticuerpo anti-IFN-y diluido en
buffer Perm/Wash y se incubd durante 30 minutos a 4°C en oscuridad.
Posteriormente se lavaron las células con 700 pL del buffer Perm/MWash y se
centrifugaron a 720 x g por 8 minutos. Finaimente se resuspendieron en PBS +
2% FBS para luego ser analizadas en un citémetro de flujo FACS Canto Il (BD

Biosciences, USA). Para descartar células muertas del analisis se utilizé el
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reactivo FVD eFluor780 (1 pyL/mL) (eBioscience). Los andlisis de los datos se

realizaron utilizando los programas FACS Diva y FlowJo.

3.2.10. Ensayo de Apoptosis celular

Se purificaron DCs a partir del bazo de ratones IUpicos y controles
mediante seleccidn positiva a través de particulas anti-CD11¢c MACS (Miltenyi
Biotec) (Métodos 3.2.4.). Las DCs purificadas se incubaron a 37°C, 5% CO,, en
medic RPM! + 10% FBS en presencia o ausencia de 50 puM del alcaloide
isoquinolinico Berberina (Sigma Aldrich, USA), el cual induce apoptosis en DCs
(Hu y col. 2011), durante 5 hrs. Luego las células fueron lavadas con PBS + 2%
FBS y centrifugadas a 600 x g por 7 min. Para el analisis de apoptosis entre
distintas sub-poblaciones de DCs, las células fueron inicialmente marcadas con
una combinacién especifica de anticuerpos (Métodos 3.2.7) y lavadas
nuevamente. Finalmente las células fueron incubadas con 1 uL de Annexin V-
FITC (BD Pharmingen) y 2 jL de Yoduro de Propidio (P1) (50 pg/mL) por cada 1
x 10° células en una solucién de Binding Buffer (CaCl; 2,5 mM, Hepes 0,01 M,
NaCl 0,14 M) durante 15 min a temperatura ambiente. Se agregaron 200 pL de
Binding Buffer por muestra para luego ser analizadas en un citémetro de flujo
FACS Canto Il (BD Biosciences, USA). El marcaje Annexin V/Pl permite
distinguir cuatro poblaciones segun la viabilidad celular: células vivas (Annexin
V-/Pl-), células en apoptosis temprana (Annexin V+/PI-), células en apoptosis
tardia o necrosis (Annexin V+/Pl+) y células muertas o debris celular (Annexin

V-IPI+).
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3.2.11. Ensayos de Migracién Competitiva

Celulas dendriticas purificadas del bazo de ratones control (Métodos
3.2.4.) se resuspendieron a una concentracién de 1 x 107 células/m! en medio
DMEM suplementado con FBS 2% y 20 mM Hepes. Las células se incubaron
con 2 pL Calceina 0,5 pg/pL. por cada 1 x 107 células/mL con agitacién a 37°C
por 20 minutos y en oscuridad. Posteriormente se agregé gota a gota a la
suspension celular un volumen igual de FBS. Las células se centrifugaron a 400
X g por 10 minutos a 20°C utilizando una razén de aceleracién y desaceleracion
igual a 4 con el fin de formar una gradiente. Se eliminé el sobrenadante y las
células se resuspendieron en 500 pL de medio DMEM suplementado que se
encontraba a temperatura ambiente. Las células se dejaron reposar por 5

minutos antes de ser utilizadas.

Células dendriticas purificadas del bazo de ratones IUpicos (Métodos
3.2.4.) se resuspendieron a una concentracién de 15 x 10° células/mi en medio
DMEM suplementado con FBS 2% y 20 mM Hepes. Las células se incubaron
con 20 ul TRITC 90 pg/mL por cada 15 x 10° células/mi en agitacién a 37°C por
20 minutos y en oscuridad. Posteriormente se agregé gota a gota a la
suspension celular un volumen igual de FBS. Las células se centrifugaron a 400
X g por 10 minutos a 20°C utilizando una razén de aceleracion y desaceleracion
igual a 4 con el fin de formar una gradiente. Se eliminé el sobrenadante y las
células se resuspendieron en 500 uL de medio DMEM suplementado que se
encontraba a temperatura ambiente. Las células se dejaron reposar por 5

minutos antes de ser utilizadas.
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Para realizar los ensayos de migracién competitiva se mezclaron 4 x 10°
DCs provenientes del bazo de ratones control marcadas con Calceina con 4 x
10° de DCs provenientes del bazo de ratones [Gpicos marcadas con TRITC. Las
celulas se centrifugaron a 450 x g por 7 minutos y se resuspendieron en 200 ML
de medio DMEM suplementado con FBS 2% y 20 mM Hepes. Mediante
citometria de flujo se evalud los porcentajes de células Calceina positivos y
TRITC positivos iniciales, denominado input, para considerarlo en la ecuacién
utilizada para calcular el indice de homing. La suspensién celular final se
inyecto via intravenosa en ratones controles o IGpicos. Después de 24 hrs los
ratones se sacrificaron y se extrajo el bazo, MO, MLN y PLN. Se realizd la
digestion de los 6rganos de acuerdo al protocolo previamente descrito (Métodos
3.2.3.). El indice de homing (IH) se determiné mediante citometria de flujo de
acuerdo a la siguiente ecuacién:

LH.— (DCs TRITC*)6rgano/(DCs Calceina*)érgano
"7 (DCs TRITC*)input/(DCs Calceina*)input

Donde,

(DCs TRITC )egana: NUMero de eventos TRITC* en bazo, MO, MLN o PLN.
(DCs Calceina)egano: NMero de eventos Calceina® en bazo, MO, MLN o PLN.
(DCs TRITC")ippu: Nmero de eventos TRITC* del input.

(DCs Calceina)ipu: nlimero de eventos Calceina® del input.

3.2.12, Co-cuitivo de sub-poblaciones de DCs de timo con timocitos

Se extrajeron timos de ratones IUpicos y controles y se obtuvo

suspensiones celulares homogéneas de éstos drganos (Métodos 3.2.3).
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Mediante cell sorter (Métodos 3.2.6.) se purificaron las DCs timicas totales.

Los timocitos utilizados en los co-cultivos fueron depletados de células
presentadoras (APC). Para esto, se exirajo timo de ratones controles
(NZWxBalb/c) F1 pareados por sexo y edad respecto a los ratones lipicos
utilizados. Los timos se disgregaron mecanicamente y se pasaron a través de
una malla metélica de 90 pm, luego las células se centrifugaron a 600 x g por 7
minutos. Posteriormente se incubaron las células a 100 x 10° células/ml por 10
minutos en RPMI + 10% FBS y se agregé Fc block (anti-CD16/CD32 dilucion
1/400) (clon 2.4G2, BD Biosciences). Luego se agregé 1 pL del anticuerpo puro
anti-IAd por cada 1 x 107 células y se incubé durante 15 minutos a 4°C en
agitacion suave. Luego las células fueron lavadas con buffer de purificacién
(PBS, EDTA 2mM, FBS 0,5%) a 600 x g por 7 minutos. Posteriormente se
resuspendieron las células en 80 uL de buffer de purificacién por cada 1 x 107
células y se incubaron con 20 UL de MACS anti-IgG de ratén (Miltenyi Biotec)
durante 20 minutos a 4°C en agitacion suave. Finalmente las células se lavaron
con buifer de purificacion, se centrifugaron a 600g x 7 minutos y las células se
seleccionaron negativamente de acuerdo a las instrucciones del fabricante

utilizando un magneto (VarioMACS) y columnas LS (Miltenyi Biotec).

Para llevar a cabo el co-cultivo, las DCs de timo y los timocitos fueron
esterilizados utilizando medio RPMI + 10% FBS suplementado con antibiéticos
(300 U/ml penicilina + 0,3mg/ml estreptomicina). Finalmente se realizaron los
co-cultivos utilizando placas de 96 pocillos de fondo redondo (Nunc Thermo
Scientific, Dinamarca) y medio IMDM suplementado con 10% FBS, 0,5 pg/mL

Fungizona y 0,05 pM B-mercaptoetanol. Se colocaron 20,000 DCs de timo con
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100,000 timocitos depletados de APC (1 DC:5 LT) por pozo en presencia de 1
Hg/ml de anticuerpo purificado a-CD3 (clon 145-2C11; eBiosciences). El co-
cultivo se mantuvo durante 5 dias a 37°C y 5% CO,, Posterior a esto las células
se recuperaron y se analizaron las poblaciones de LT y LT reguladores

mediante citometria de flujo (Métodos 3.2.9).

3.2.13. Deteccion de citoquinas en sobrenadantes y suero

La concentracién de citoquinas en los sueros de los ratones de los
experimentos de transferencia adoptiva y en los sobrenadantes de los co-
cultivos de timocitos con DCs se determinaron mediante el ensayo Cytometric
Bead Array (CBA) segln las instrucciones del fabricante (BD Biosciences,
USA). Especificamente se utilizd el kit Th1/Th2/Th17 de ratén (Cytokine Kit BD
Biosciences), el cual mide simultaneamente las citoquinas [L-2, IL-4, IL-6, IFN-y,
TNF-a, IL-17A e IL-10 y el kit Inflamatorio de raton (Cytokine Kit BD
Biosciences), el cual mide simultaneamente las citoquinas IL-8, IL-10, MCP-1,
IFN-y, TNF, IL-12p70. El ensayo CBA permite medir las concentraciones de las

anteriores citoquinas por citometria de flujo.

3.2.14. Transferencia adoptiva de DCs de bazo de ratones control o Itpico

a ratones preldpicos.

Se purificaron DCs totales de ratones controles o lipicos mediante cell
sorter de acuerdo al protocolo previamente descrito (Métodos 3.2.6.). 4,5 x 10°
DCs de bazo de ratones control o lipicos fueron resuspendidas en PBS e

inyectadas intravenosamente (i.v.) a ratones prelipicos de 2 meses de edad
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que no presentaban sintomas de la enfermedad. Se realizaron dos inyecciones

I.v. de DCs por ratén, una al dia denominado 0 y la segunda al dia 20 post

primera inyeccién. Durante el transcurso de 60 dias se realizaron mediciones de

proteinuria, anticuerpos anti-ADNdh en suero y fenotipo de LT/LB/DCs en

sangre. Al dia 60 post primera inyeccién los animales fueron sacrificados y se

extrajo bazo y timo para analizar fenotipo de LT, LB y DCs mediante citometria

de flujo (Figura 1).

NZwxBalb/c o

Deplecién Magnética Purificacién mediante Inyeccion i.v. de
delLTylLB Cell Sorter de DCs 4,5 x 10° DCs Totales

P— Totales

V2

7l
..4}‘\
S

Bazo
i\,

/.

Prelidpico

Control
1°2 inyeccion 293 inyeccidn
4,5 x 10° DCs Totales 4,5 x 10° DCs Totales
T ¢+ 1 ¢+ 1 v T 1 v 1 @I >
L L DN h. e (LR [N B A
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 Dias
® ® ® ® ® ® ® ®@ @ ® ® ® ®

Nomenclatura

Figura 1.

Evaluaciéon de autoanticuerpos en el suero mediante ELISA y medicion del
nivel de proteinuria mediante tiras reactivas.

Evaluacién del fenotipo de LT, LB y DCs en sangre mediante citometria de
flujo.

Se sacrificaron los animales y se evalué el fenotipo de LT, LB y DCs en bazo
y timo.

Metodologia experimental de la transferencia adoptiva de DCs de bazo

de ratones controles o llpicos en ratones prelipicos. A) DCs del bazo de ratones
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controles y IGpicos fueron aisladas mediante cell sorter e inyectadas intravenosamente
en ratones prelipicos. B) Analisis realizados durante el transcurso de 60 dias en los

ratones prellpicos inyectados con DCs de bazo de ratones control o I(picos.

3.2.15. Co-cultivo de LB de bazo de ratones prellipicos con DCs de bazo

de ratones controles o l(picos.

Se extrajeron bazos de ratones prelipicos y se purificaron LB de
acuerdo al protocolo previamente descrito (Métodos 3.2.5.). Mediante cell sorter
(Métodos 3.2.6.) se purificaron DCs totales de bazo de ratones controles y

ldpicos.

Para llevar a cabo el co-cultivo, las DCs y los LB fueron esterilizados
utilizando medio RPMI+10%FBS suplementado con antibiéticos (300 U/ml
penicilina + 0,3mg/ml estreptomicina). Finalmente se realizaron los co-culfivos
utilizando placas de 96 pocillos de fondo redondo (Nunc Thermo Scientific,
Dinamarca) y medio RPMI suplementado con 10% FBS y 0,05 uM B-
mercaptoetanol. Se colocaron 20,000 DCs de bazo de ratones controles o
lipicos con 100,000 LB de bazo de ratones preltipicos (1 DC:5 LB) por pozo. El
co-cultive se mantuvo durante 24 hrs o 3 dias a 37°C y 5% CO, Posterior a esto
las células se recuperaron y se analizaron las sub-pobiaciones de LB y su

estado de activacion mediante citometria de flujo (Métodos 3.2.7.).
3.2.16. Analisis Estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el programa Graph

Pad Prism program v5 (GraphPad Software, San Diego, CA). Los datos entre
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ratones controles, prelupicos y lupicos fueron comparados utilizando un ANOVA
de 1 via con post test de Bonferroni tras la verificacién de que los datos
siguieran una distribucién normal. De no haber una distribucién normal de los
datos se utilizo un test no paramétrico de Kruskal-Wallis con post test de Dunns.

Para la comparacion entre dos grupos de datos se utilizé el test no paramétrico

de Mann-Whitney de dos colas. Todos los anzlisis se realizaron con intervalos
de confianza de 95%. Los valores de probabilidad (p) menores a 0,05 se

consideraron significativos.
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4. RESULTADOS

4.1. DCs del bazo de ratones lipicos presentan alteraciones fenotipicas y

homeostaticas.

Las DCs son las principales células presentadoras de antigeno del sistema
inmune, y como tal son centrales para la iniciacién de una respuesta inmune
adaptable. Resultados previos del laboratorio demostraron la existencia de una
expansion anormal de DCs en el bazo de ratones Iipicos (Jorgensen y col. 2009).
Estos resultados fueron replicados en el presente estudio (Figura 2B). Cabe
mencionar que algunos de los ratones ldpicos analizados presentaron
esplenomegalia, fendmeno ya descrito para esta patologia autcinmune (Perry y
col. 2011), sin embargo no hubo diferencias estadisticamente significativas en la
celularidad total de los bazos entre ratones controles y llpicos (Figura 2A).
Estudios previos demostraron que tanto [as ¢cDC como las pDC se encontraban en
mayor porcentaje y nimero en el bazo de ratones ldpicos (Gleisner y col. 2013),
resultados que fueron replicados en el presente trabajo (Figura 2C). Dentro de las
principales sub-poblaciones de DCs, las pDC han sido implicadas en el desarrollo
del iupus dada su capacidad de secretar IFN-a. En el modelo murino estudiado, las
pDC identificadas como CD11¢™ B220*, mostraron el mayor aumento tanto en
porcentaje como en nimero absoluto (Figura 2C). Engleman y col. determinaron
que las DCs productoras de IFN-a corresponden a una subpoblacién de pDC
caracterizada por la expresién del marcador de superficie CD9 y ausencia de la
expresion de CCR9, PDCA-1 y SiglecH (Bjérck y col. 2011). En base a este
resultado evaluamos estos marcadores en las pDC (CD11c™ B220") del bazo de

ratones controles, prelupicos y I0picos. La Figura 3A muestra un ejemplo
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Figura 2. El bazo de ratones lupicos presenta un aumento en el porcentaje y naimero
absoluto de DCs en comparacién a ratones prellipicos y controles. A) Cuantificacion
del numero total de esplenocitos obtenidos luego de la disgregacion del bazo y posterior
tratamiento con colagenasa y DNAsa. B) Los porcentajes de DCs se determinaron

mediante citometria de flujo a partir de células CD3'CD11c’. Los nimeros absolutos de
DCs se calcularon en base a los porcentajes obtenidos y el numero total de células por
bazo (A). C) Analisis representativo de citometria de flujo que ilustra la distincién entre los

dos subsets principales de DCs correspondientes a las cDC (CD11c+B220') y pDC

(CD1 1cimB220+). Los numeros absolutos de ambos subsets de DCs se calcularon en base

a los porcentajes obtenidos y el nimero total de células por bazo. Las barras representan
el promedio + error estandar de los porcentajes de células positivas y nimeros absolutos
de al menos 4 experimentos independientes. El analisis estadistico se realizé mediante un

test no parametrico de Kruskal-Wallis con post test de Dunn’s. *p<0.05, **p<0.001.
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representativo de los histogramas para cada uno de los marcadores analizados en
pDC de los distintos ratones donde se muestra que las pDC se dividen en dos
subpoblaciones en base a la expresion de CCR9, PDCA-1 y SiglecH. La
cuantificacién de la subpoblacion positiva para estos marcadores (Figura 3C)
muestra que el porcentaje de estas células disminuye significativamente en las
pDC de bazo de los ratones ldpicos. Por ofra parte, el andlisis de la expresion de
CD9 muestra que la subpoblacion de pDC que expresa este marcador es negativa
para CCR9 (Figura 3B) y que el porcentaje de células CD9 positivas aumenta
significativamente en las pDC de bazo de los ratones lpico (Figura 3C).

Estudios previos de nuestro laboratorio mostraron que tanto cDC como pDC
del bazo de ratones ldpicos se encueniran en un estado de hiperactivacion,
fenotipo evidenciado por la alta expresion de los marcadores de activacion y
maduracién CD86, CD80, PD-L1 y PD-L2 (Gleisner y col. 2013). Para estudiar este
fenémeno en profundidad, separamos el analisis de las pDC en las sub-
poblaciones CCR9 PDCA-1"y pDC CCR9'PDCA-1*. Para evaluar el estado de
activacion de las pDC analizamos la expresion de las moléculas de co-
estimulacién CD86, PD-L1 y la molécula presentadora de antigeno MHC-Il. La
Figura 4A muestra un ejemplo representativo de la superposicién de histogramas
para cada uno de los marcadores de activacién evaluados en pDC CCRY PDCA-1
y pDC CCR9'PDCA-1"* del bazo de un ratén lpico y en la Figura 4B se muestra el
analisis estadistico de las intensidades medias de fluorescencia (IMF) de al menos
4 experimentos independientes. En esta figura observamos que en general Ia
subpoblacién de pDC CCR9 PDCA-1"(rojo) tanto en el bazo de ratones controles,

prelipicos y lupicos tienen una mayor expresion de CD88, PD-L1y MHC-Il en
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Figura 3. Las pDC de bazo de ratones liipicos poseen un fenotipo caracteristico de
células productoras de IFN-a (CCR9'PDCA-1SiglecHCD9"). A) Histogramas de
fluorescencia para los marcadores CCR9, PDCA-1, SiglecH (linea negra) en una ventana
cD11c™B220" (pDC) (control de isotipo histograma gris). Se ilustra un experimento
representativo de al menos 4 experimentos independientes. B) Analisis representativo de
citometria de flujo para los marcadores CD9 y CCR9 en una ventana CD11¢™B220". C)
Cuantificacion de los resultados mostrados en A y B. Las barras representan el promedio +
error estandar de los porcentajes de células positivas de al menos 4 experimentos
independientes. El andlisis estadistico se realiz6 mediante un test no paramétrico de
Kruskal-Wallis con post test de Dunn's. *p<0.05, **p<0.001.
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comparacién a las pDC CCR9'PDCA-1" (azul). Al observar los histogramas para
MHC-Il podemos distinguir dos sub-poblaciones donde la mayoria de las células
que tiene una alta expresion de MHC-Il corresponden a ppDC CCR9PDCA-1". Esto
no es particular de los ratones Ilpicos ya que el analisis en los ratones controles y
preltpicos se obtiene el mismo resultado, es decir, las pDC CCR9PDCA-1" se
encuentran en un estado de mayor activacién, como lo muestran ademas los
resultados para CD86 y PD-L1.

La homeostasis en el sistema inmune consiste en la mantencién de un
numero constante y un repertorio heterogéneo de linfocitos a pesar del surgimiento
de nuevos linfocitos y de la gran expansion de clones que ocurre durante una
respuesta inmune. La homeostasis inmune se logra mediante la regulacién de
varias vias que involucran la muerte de linfocitos y/o su inactivacién (Abbas y col.
2010). La acumulacién anormal e incontrolada de DCs en el bazo de ratones
lipicos demuestra claramente la pérdida de homeostasis durante el desarrollo del
lupus. La apoptosis es un proceso fisiolégico normal involucrado en la mantencion
de la homeostasis tisular. Una posible explicacion para la acumulacién anormal de
DCs en los ratones IUpicos es que las DCs adquieran la capacidad de sobrevivir en
el microambiente linfoide durante el desarrollo del Iupus. Para evaluar esta
hipotesis se realizaron ensayos de induccion de apoptosis en DCs purificadas del
bazo de ratones controles y IGpicos. Como inductor de la apoptosis se utilizé el
alcaloide isoquinolinico berberina que induce apoptosis selectivamente en DCs
(Hu y col. 2011). En primer lugar determinamos el porcentaje de sobrevida de las
DCs de ratones controles y lipicos expuestos a un tratamiento de 5 hrs con

berberina. Para esto se contaron ias células antes y después del tratamiento. En la
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Figura 4. Las pDC CCR9PDCA-1" presentan un mayor estado de activacién
comparado a pDC CCR9'PDCA-1". A) Superposicion de histogramas de fluorescencia
para los marcadores CD86, PD-L1 y MHC-I| en una ventana CD11¢™B220°'CCR9PDCA-1"
o CD11¢"B220'CCRY'PDCA-1°. Experimento representativo de al menos 4 experimentos
independientes. B) Cuantificacion de los resultados mostrados en A. Las barras
representan el promedio + error estandar de los porcentajes de la intensidad media de
fluorescencia (IMF) de al menos 4 experimentos independientes. El andlisis estadistico se
realizé mediante un test de ANOVA de 2 vias con post test de Bonferroni. *p<0.05,
**p<0.001. FMO: fluorescence minus one (control de fluorescencia en citometria

multiparamétrica)

Figura 5A se muestra el porcentaje de sobrevida para DCs totales, ¢cDC y pDC
calculado a partir de los numeros absolutos de estas sub-poblaciones obtenidos

por citometria de flujo. Se observa que existe una tendencia de las DCs, ¢DC y
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Figura 5. Las pDC CCR9'PDCA-1" muestran una mayor resistencia a la apoptosis en

comparacién a pDC CCR9+PDCA-1+ y cDC. A) Analisis de la viabilidad celular como la

razon entre las células totales iniciales y las células totales posterior al tratamiento de 5 hrs

con 50 pM del compuesto Berberina. B) Diagrama ilustrativo que permite identificar los

distintos estadios de viabilidad celular luego del marcaje Annexin V y Pl. C) Analisis de la

apoptosis en DCs. El andlisis por citometria de flujo fue sobre una ventana donde se

descartd el debris celular pero no las células muertas. Luego las distintas sub-poblaciones

de DCs fueron analizadas segun su marcaje para Annexin V vs Yoduro de Propidio (PI).
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Los numeros en los graficos de puntos representan los porcentajes de células para cada
cuadrante; Annexin V-/PI- (células vivas), Annexin V+/PI- (células en apopfosis temprana),
Annexin V+/PI+ (células en apoptosis tardia), Annexin V-/Pl+ (células muertas) . Se ilustra
un resultado representativo de 3 experimentos independientes. C} Cuantificacion de los
resultados mostrados en B. Las barras representan el promedio * error estandar de los
porcentajes de celulas vivas, apoptoticas y apoptéticas tardias. Asteriscos rojos indican
diferencia significativa entre porcentaje de células vivas y células en apoptosis temprana.
Asteriscos azules indican diferencia significativa entre porcentaje de células vivas y células
en apoptosis tardia. Asteriscos negros indican diferencia significativa entre porcentaje de
en apoptosis temprana y células en apoptosis tardia. El andlisis estadistico se realizé
mediante un test de ANOVA de 2 vias con post test de Bonferroni. ns: no significativo,
*p<0.05, **p<0.001, **p<0.0001.

PDC de bazo de ratones Iipicos a tener una mayor sobrevida que las DCs de los
ratones controles, sin embargo no se obtuvo resultados estadisticamente
significativos. La Figura 5B muestra en un diagrama de ¢cémo se identificaron las
células en las distintas etapas de viabilidad celular luego del marcaje Annexin V vs
Pl. La Figura 5C muestra un expetimento representativo del ensayo de apoptosis
en las células tratadas con Berberina. El andlisis de apoptosis se realizé en cada
una de las sub-poblaciones de DCs mediante citometria de flujo. La Figura 5D
muestra el andlisis estadistico de los porcentajes de células vivas, apoptoéticas
tempranas y apoptéticas tardias en las distintas sub-poblaciones de DCs de
ratones controles y lUpicos de 3 experimentos independientes. Observamos que
en general todas las sub-poblaciones de DCs de los ratones Itpicos tienen una
resistencia a la apoptosis similar a las DCs de los ratones controles. Por otra parte
observamos que las pDC poseen mayor resistericia a la apoptosis que las cDC.
Luego, dentro de las pDC observamos que las pDC CCRIPDCA-1" poseen una

mayor resistencia a la apoptosis que las pDC CCR9* PDCA-1*. En conjunto estos
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resultados demuestran que las pDC CCR9PDCA-1" son células resistentes a la
apoptosis naturalmente, ya sea que provengan de ratones controles o lpicos.
Dicho resultado sugiere que la acumulacion de pDC CCRYPDCA-1" en el bazo de
ratones ltpicos podria deberse en parte a su mayor sobrevida intrinseca.

Otra hipotesis que exploramos en este trabajo involucra la capacidad
migratoria de [as DCs que les permitiria migrar diferencialmente hacia los organos
linfoides. Para probar esta hipétesis se purificaron DCs totales del bazo de ratones
controles y lupicos, se marcaron con moléculas fluorescentes y se inyectaron en
ratones receptores controles o Ipicos con el objetivo de realizar un ensayo de
migracién o homing competitivafo. Gleisner y col. realizaron experimentos
similares a 48 horas donde observaron que las DCs de ratones Ilipicos migran en
mayor proporcién al bazo comparado a DCs provenientes de ratones controles,
independiente del ratén receptor utilizado, aunque el indice de homing fue 6 veces
mayor cuando el ratén receptor era un raton Ilupico en vez de uno control,
sugiriendo un rol del microambiente del bazo de ratones Ilpicos para atraer o
retener a las DCs (Gleisner y col. 2013). Sin embargo, dicho ensayo fue realizado
a 48 horas por lo que no permite separar los fenomenos de migracién preferencial
al de sobrevida y acumulacioén. Por lo tanto en este trabajo se repitieron los
experimentos anteriormente mencionados pero realizando el analisis 24 horas post
transferencia. Asimismo se evaludé la capacidad migratoria de las DCs hacia
distintos érganos ademas del bazo. La Figura 6A muestra el analisis de citometria
de flujo de un experimento representativo donde las DCs del bazo de ratones
iipicos y controles fueron marcadas con TRITC y caiceina respectivamente y
mezcladas en una proporcion 1:1, denominado input. La proporcién de DCs

convencionales vs plasmocitoides se ilustra en el grafico a la derecha de la Figura
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Figura 6. Las DCs del bazo de ratones lipicos tienen una mayor capacidad

migratoria en comparacién a DCs de bazo de ratones controles. A) Graficos de

citometria de flujo de un experimento representativo donde se ilustra el marcaje de DCs

purificadas a partir de bazo de ratones controles marcadas con calceina y DCs de bazo de
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ratones lipicos marcadas con TRITC. En los graficos de la derecha se muesira un
experimento representativo de las proporciones de <¢DC (CD11¢'B220) y pDC
(CD11¢™B220") que existen dentro de las DCs totales de cada tipo de ratén. El nimero al
interior de cada gréfico representa el porcentaje de células positivas de cada ventana. B-E)
Resultados de ensayos de migracién competitiva obtenidos para Bazo, Médula Osea (MO),
Ganglios Periféricos (PLN) y Ganglio Mesentérico (MLN) respectivamente. A la izquierda,
graficos de citometria de flujo de un experimento representativo de un receptor control y
otro Iipico los cuales fueron inyectados con igual nimero de DCs control marcadas con
calceina y DCs de un ratén Ilpico marcadas con TRITC. El nimero al interior de cada
grafico representa el Indice de Homing (IH) a las 24 hrs después de la transferencia
adoptiva. A la derecha, los graficos de barra muestran la media del IH para cada condicion
t error estandar de 4 experimentos independientes (test no paramétrico de Mann-Whitney.
*p<0.05).

6A. Observamos que existe un mayo.r porcentaje de cDC en comparacién a pDC
tanto para ratones controles o Iipicos. Esto se debe a que la purificacion
magnética de DCs utiliza el anticuerpo anti-CD11c y dado que las ¢DC expresan
de mayor manera esta integrina se obtiene un mayor porcentaje de éstas respecto
a las pDC. Los gréficos de citometria de flujo ilustrados en las figuras 6 BalaE
muestran un experimento representativo de 4 experimentos independientes donde
se evalud la migracién de las DCs hacia el bazo, médula 6sea (MO), ganglios
periféricos (PLN) y ganglio mesentérico (MLN) respectivamente. A la derecha se
muestra el analisis estadistico de los 4 experimentos independientes. Se
determiné el indice de homing (IH) a las 24 horas. El IH se normaliza al control por
lo que nos indica cuantas veces migran las DCs de ratones lupicos respecto a las
DCs de ratones controles. Al co-inyectar DCs de ratones controles y ratones
lipicos, se observé que en general las DCs que provienen de ratones Ilipicos
migran en mayor proporcién a todos los érganos analizados en comparacion a las

DCs de ratones control, independiente del ratén receptor utilizado, evidenciado por
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los indices de homing mayores a 1. Sin embargo se observaron mayores indices
de homing cuando el receptor utilizado fue un ratén iGpico, aumento que fue
estadisticamente significativo en el caso de PLN y MLN. En el caso de los organos
PLN, MLN y MO observamos que las DCs de ratones lipicos so6lo migran
preferencialmente a estos 6rganos cuando se encuentran en un microambiente de
autoinmunidad, es decir inyectadas en ratones receptores lipicos. Esto sugiere un
fuerte rol del microambiente autoinmune que gatilla el reclutamiento o retencién de
las DCs. Sin embargo en el caso del bazo las DCs de los ratones Iipicos migran
mas que las DCs de ratones controles independiente del raton receptor utilizado o
que indica un componente intrinseco a las DCs que les permite aumentar su
capacidad migratoria hacia este érgano. Estos resultados sugieren fuertemente
que las DCs de bazo de ratones lipicos poseen receptores de homing a bazo que
se encuentran en menor proporcién en las DCs de ratones que no desarrollan
lupus. En conjunto estos experimentos sugieren que las DCs de ratones ldpicos
poseen caracteristicas funcionales que les oforgan una mayor capacidad
migratoria y a la vez el microambiente de autoinmunidad, por ejemplo, aumento de
citoquinas inflamatorias y mayor expresién de receptores de homing en los
drganos linfoides, exacerbaria esta capacidad.

En resumen, determinamos que la poblacién de pDC que se encuenfra
expandida en el bazo de ratones Ifpicos corresponden a una subpoblacion
identificada como CCR9PDCA-1SiglecH CD9"*, la cual, segin datos de la
literatura corresponderia a células dendriticas plasmocitoides productoras de [FN-
a. A su vez esta subpoblacién celular muestra un fenotipo de DCs activadas, lo
que deberia incidir en la capacidad de activar linfocitos T y B. Finalmente,

observamos que las DCs de ratones lipicos migran preferencialmente a los
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distintos 6rganos linfoides y se acumulan en el bazo debido probablemente a una

mayor resistencia a la muerte celular programada.

4.2. DCs de la periferia migran al timo durgnte el desarrollo del LES alterando
t
la homeostasis timica. |
i
;

Uno de los érganos importantes para [%.1 generacion de tolerancia es el timo.
Las DCs son responsables de la difereﬁciacién de los linfocitos T CD4" a
diferentes tipos de linfocitos, entre ellos a {infocitos T reguladores (Treg), por lo
cual investigamos qué tipo de DCs se encu%:-ntran presentes en el timo de ratones
controles, prellipicos y lUpicos.

Al analizar los timos de los ratones lﬁpicos encontramos que estos tenfan un
tamafio muy reducido comparado a ratones controles y preltipicos. En la Figura 7A
se muestra el nimero de células totales len el timo de los grupos de ratones
analizados. El timo de los ratones lipicos puede llegar a ser 10 veces menor en
tamafio que el timo de ratones jévenes. Cojn la edad el timo en ratones sanos se
reduce, como se observa con los ratones controles viejos, pero estos ratones rara
vez llegan a tener un timo tan pequefio como el de los ratones lupicos.

Al analizar las poblaciones de DCs en él timo, demostramos que el porcentaje
de DCs de los ratones Itpicos es alrededor Ele 6 veces mas comparado a todos los
otros grupos de ratones (Figura 7B). Sin gembargo en namero absolutos no se
observa diferencias debido a la baja celularidad de los timos de los ratones

'

» - l‘l - »
lupicos. La Figura 8A muestra un analisis representativo de al menos 4

experimentos independientes donde se observan las sub-poblaciones de DCs,
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Figura 7. Ratones lipicos presentan timos con baja celularidad acompafiado de un
aumento en el porcentaje de DCs totales. A) Cuantificacién del nimero total de timocitos
obtenidos luego de la disgregacién del timo y posterior tratamiento con colagenasa y
DNAsa. B) Los porcentajes de DCs se determinaron mediante citometria de flujo a partir de
células CD3CD11c’. Los nimeros absolutos de DCs se calcularon en base a los
porcentajes obtenidos y el nimero total de células por bazo (A). Las barras representan el
promedio + error estandar de los porcentajes de células positivas y nlimeros absolutos de
al menos 4 experimentos independientes. El andlisis estadistico se realizé mediante un test
de ANOVA de 1 via con post test de Bonferroni. *p<0.05, **p<0.001, ***p<0.0001.

cDC y pDC, que se encuentran en el timo de ratones controles, prelipicos y
lupicos. Todos los graficos ilustrados muestran el mismo niimero de puntos lo que
demuestra claramente que en el timo de los ratones lUpicos hay un mayor nimero
de ¢DC y pDC comparado a fodos los ofros grupos de ratones. Observamos

ademas la presencia de una importante cantidad de células B220°CD11c,
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Figura 8. El aumento del porcentaje de DCs en el timo de ratones lupicos se debe a la
expansién de DCs convencionales (cDC) y plasmocitoides (pDC). A) Analisis de
citometria de flujo de las sub-poblaciones cDC (CD11¢'B220) y pDC (CD11c¢™B220°) en el
timo de ratones controles, prellpicos y lupicos. Resultado representativo de al menos 4
experimentos independientes. B) Cuantificacion de los resultados mostrados en A. Los
numeros absolutos de cDC y pDC se calcularon en base a los porcentajes obtenidos y el
numero total de células por timo (analisis estadistico no paramétrico de Kruskal-Wallis con
post test de Dunn's). C) Andlisis de la proporcion de cDC vs pDC. La razén se calculo en
base a la suma de los porcentajes obtenidos individualmente para las pDC y cDC. Las

barras representan el promedio + error estandar de los porcentajes de células positivas y
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nimeros absolutos de al menos 4 experimentos independientes (test de ANOVA de 2 vias
con post test de Bonferroni). *p<0.05, **p<0.001, **p<0.0001.

probablemente linfocitos B. En [a Figura 8B se muestra el analisis estadistico del
porcentaje y nimero absoluto de pDC y ¢cDC presentes en el timo en los distintos
grupos de ratones analizados. Observamos que existe un aumento significativo de
los porcentajes tanto de ¢cDC como pDC en el timo de ratones lUpicos comparado
a ratones controles y prelipicos. Al eva]ua:w los nimeros absolutos ohservamos
una leve disminucion, no significativa, d:e las pDC y un aumento, tampoco
significativo, de las cDC, nuevamente debicio al bajo nimero de células totales de
los timos l(picos. Al evaluar las proporciones de ¢cDC vs pDC en el timo de los
ratones analizados observamos que existe thna distribucién proporcional entre cDC
y pDC en el timo de ratones controles y prellﬂpicos, proporcién gue se pierde en el
caso del timo de ratones lupicos donde se observa un claro aumento del
porcentaje de cDC (Figura 8C). En conjunto estos resultados dernuestran una
clara pérdida de la homeostasis timica durante el desarrolio del lupus al
observarse la expansion de determinadas;poblaciones linfocitarias en desmedro
de otras. |

Datos de la literatura sefialan que en un ratén sano existen tres sub-
poblaciones de DCs timicas, una de ellas generada intratimicamente a partir de
progenitores comunes de LT y DCs, mientras que las otras dos migran desde la
periferia (Li y col. 2009). Por otra parte ofro estudio sugiere que las pDCs
participarfan en la induccién de tolerancia central, para lo cual requieren de la
expresién de CCR9 en su superficie para migrar hacia el timo y presentar auto-
antigenos provenientes de los tejidos periféricos (Hadeiba y col. 2012). En base a

estos antecedentes analizamos el fenotipo de las pDC de timo segun los
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Figura 9. Las pDC de timo de ratones lipicos poseen un fenotipo caracteristico de
células productoras de IFN-u (CCR9PDCA-1'SiglecHCD9"). A) Histogramas de
fluorescencia para los marcadores CCR9 y PDCA-1 (linea negra) en una ventana
CD11c¢™B220° (pDC) (control de isofipo histograma gris). Se ilustra un experimento
representativo de al menos 4 experimentos independientes. B) Analisis representativo de
citometria de flujo para los marcadores CD2 y CCR9 en una ventana CD11c™B220". €)
Cuantificacion de los resultados mostrados en A y B. Las barras representan el promedio *
error estandar de los porcentajes de células positivas de al menos 4 experimentos
independientes. El andlisis estadistico se realizé mediante un test no paramétrico de
Kruskal-Wallis con post test de Dunn's. *p<0.05, **p<0.001.
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marcadores CCR9, PDCA-1 y CD9. La Figura 9A muestra un ejemplo
representativo de los histogramas para los marcadores analizados en pDC de timo
de los distintos ratones y se observa que las pDC de ratones sanos y controles
expresan en su totalidad los marcadores CCR9 y PDCA-1, en comparacion a pDC
de ratones lupicos. La cuantificacion de la subpoblacién positiva para estos
marcadores (Figura 9C) muestra que el porcentaje de estas celulas disminuye
drasticamente en las pDC de timo de los ratones lapicos. Por otra parte, el analisis
de la expresién de CD9 muestra que la subpoblacién de pDC que expresa este
marcador es negativa para CCR9 (Figura 9B) y que el porcentaje de células CD9
positivas aumenta significativamente en las pDC de timo de los ratones llpicos
(Figura 9C). Se observa que las pDC de timo de ratones Idpicos presentan el
mismo fenotipo de las pDC de bazo de ratones Ilpicos caracterizado como CCRY
PDCA-1" CD9*, sugiriendo tal como indica la literatura, que las pDC de timo
provienen de la periferia. Estos resultados concuerdan con la literatura en cuanto a
la participacion de CCR9 para la migracién de pDC hacia el timo, requerimiento
que se pierde en el caso de pDC en un contexto de autoinmunidad.

Las cDC dei timo se diferencian por su origen extra o intratimico, donde la
primera se caracteriza por el fenotipo cDC Sirpa’CD11b*CD8", mientras que las
DCs intratimicas consistirian en cDC SirpaCD11b'CD8" (Li y col. 2009). Con
dichos antecedentes procedimos a evaluar las distintas sub-poblaciones de cDC
en ‘el timo de los ratones controles, prelupicos y ltpicos. La Figura 10A muestra
claramente la diferencia en las sub-poblaciones de cDC presentes en el timo de
ratones controles y [tpicos. La Figura 10B muestra el analisis estadistico del
conjunto de resultados obtenidos para los marcadores analizados. En dicha figura

se muestra que en eltimo de ratones controles y prelipicos la gran mayoria de
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Figura 10. Las ¢cDC de timo de ratones lipicos poseen un fenotipo caracteristico de
células migratorias provenientes de la periferia (Sirpa’CD11b"CD8). A) Histogramas
de fluorescencia para los marcadores CD8, Sirpa, y CD11b en una ventana CD1 1¢"B220"
(cDC). Se ilustra un experimento representativo de al menos 4 experimentos
independientes. B) Cuantificacién de los resultados mostrados en A. Las barras
representan el promedio + error estandar de los porcentajes de células positivas de al
menos 4 experimentos independientes. El andlisis estadistico se realizé mediante un test

ANOVA de 1 via con post test de Bonferroni. *p<0.05, **p<0.001, ***p<0.0001.

las cDC tienen un origen intratimico dado su marcaje positivo para CD8 y falta de
los otros dos marcadores. Contrario a esto, s6lo un pequefio porcentaje de cDC
del timo de ratones IUpicos serian generadas en el timo, siendo casi el 90%
provenientes de la periferia. Estos resultados indican que durante el desarrolio del

lupus existe una masiva migracién de DCs, tanto pDC como ¢DC desde la periferia
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Figura 11. cDC del timo de ratones lipicos poseen el mismo fenotipo que las cDC del
bazo. A) Analisis de citometria de flujo para los marcadores Sirpa y CD11b en una ventana
CD11¢'B220 (cDC) en el timo y bazo de ratones controles, prelupicos y lupicos. Resultado
representativo de al menos 4 experimentos independientes. B) Cuantificacién de los
resultados mostrados en A. Las barras representan el promedio + error estandar de los
porcentajes de células dobles positivas de al menos 4 experimentos independientes. El
analisis estadistico se realizé mediante un test ANOVA de 2 vias con post test de

Bonferroni. *p<0.05, **p<0.001, ***p<0.0001.
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hacia el timo. Para confirmar el origen de las ¢cDC presenies en el timo, se
compararon las ¢cDC de timo y bazo de ratones controles, prelipicos y lipicos. La
Figura 11A muestra un ejemplo representativo del analisis de citometria de los
marcadores Sirpa y CD11b realizado sobre una ventana CD1 1¢'B220" (cDC) tanto
en el timo como el bazo de los ratones analizados. Aqui podemos observar que las
cDC de timo y bazo muestran un marcaje similar para Sirpa y CD11b. La Figura
11B muestra el anélisis estadistico del conjunto de resultados obtenidos para los
marcadores analizados. En dicha figura se observa que las ¢cDC de bazo en todos
los ratones analizados poseen el fenotipo de ¢DC migratoria (Sirpa*CD11b") y que
solo una pequefia poblacidn de éstas se encuentra en el timo de ratones controles
y lupicos, mientras que en el timo de ratones lipicos fas cDC provendrian casi en
su totalidad de la periferia.

Como ya indicamos anteriormente, la funcionalidad de las DCs esta dada en
parte por la expresion de moléculas de coestimulacién en su superficie las que
finalmente determinan si se genera una respuesta de inmunidad o tolerancia. Para
evaluar la capacidad de las pDC y ¢DC de timo para generar tolerancia mediante
la diferenciacion de LT a LT reguladores, determinamos la expresion de [as
moléculas de coestimulacion CD86 y PD-L1 y la molécula presentadora de
antigeno MHC-Il. La Figura 12A muestra un ejemplo representativo de la
superposicion de histogramas para cada uno de los marcadores de activacion
evaluados en ¢DC y pDC de timo en ratones controles, preldpicos y lipicos. La
Figura 12B muestra el analisis estadistico de las intensidades medias de
fluorescencia (IMF), provenientes de al menos 4 experimentos independientes,
para los distintos marcadores analizados. Observamos que las pDC de ratones

Iipicos expresan altos niveles de MHC-Il en comparacion a pDC provenientes de
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Figura 12. Células dendriticas (DCs) provenientes del timo de ratones lupicos

presentan un fenotipo activado comparado a DCs de ratones prelipicos y controles.

A) Superposicién de histogramas de fluorescencia para los marcadores de activacion
CD86, PD-L1 y MHC-Il en una ventana CD11c'B220° (cDC) y CD11¢"B220" (pDC).

Resultado representativo de al menos 4 experimentos independientes. B) Cuantificacion de

los resultados mostrados en A. Las barras representan el promedio + error estandar de la

intensidad media de fluorescencia (IMF) de al menos 4 experimentos independientes. El

analisis estadistico se realizé mediante un test no paramétrico de Kruskal-Wallis con post

test de Dunn's. *p<0.05
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ratones controles, mientras que sélo se observa un [eve tendencia en comparacion
a pDC de ratones prelipicos. En el caso de los marcadores de activacion CD86 y
PD-L1 observamos que pDC de timo de ratones llpicos presentan un aumento
significativo de estos marcadores en comparacién a pDC de timo de ratones
controles y prelipicos, pero sélo un leve aumento respecto a pDC de ratones
controles viejos, indicando que dicho fenémeno podria ser causado por la edad.
Por ofra parte las cDC del timo de ratones llipicos presentan una alta expresion de
la molécula de coestimulacion PD-L1 en comparacién a ratones controles y
preltpicos. Sin embargo el aumento en la expresién de CD86 sélo fue comparativo
con ratones controles. Ademas ¢DC de timo de ratones I(picos presentan una
disminucién en la expresién de MHC-Il en comparacion a ratones controles
jovenes y preltpicos pero no con ratones controles viejos, lo que nuevamente
podria ser indicativo de un fenémeno debido a la edad. En general se observa que
las pDC y cDC de timo de ratones lipicos se encuentran activadas en
comparacion a ratones de temprana edad.

La involucién timica y migraciéon anormal de DCs al timo durante el desarrollo
del lupus son claros indicativos de una pérdida de la homeostasis en este 6rgano.
Ademas, mediante el anélisis de distintos marcadores de linfocitos T detectamos
que existe una pérdida casi de la totalidad de LT CD4'CD8" (DP; Doble Positivo)
en el timo de ratones ldpicos (Figura 13A y B) lo cual explica en gran medida la
baja celularidad observada (Figura 7A). Por ofra parte existe un aumento del
porcentaje de LT dobles negativos (DN; Doble Negativo), es decir que no expresan
CD4 ni CD8 y que son precursores de LT. Este fenomeno ya habia sido reportado
en el modelo murino BWF1 utilizado en este frabajo (Ishikawa y col. 2001).

También observamos que tanto los LT CD8" como LT CD4" remanentes del timo
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Figura 13. La baja celularidad del timo de ratones lipicos se debe a la pérdida de LT
inmaduros (CD4'CD8"). A) Analisis de citometria de flujo de las sub-poblaciones de LT
segun los marcadores CD3, CD4 y CD8 en el timo de ratones controles, prelipicos y
lupicos. Resultado representativo de al menos 4 experimentos independientes. B)
Cuantificacion de los resultados mostrados en A. Las barras representan el promedio +
error estandar de los porcentajes de células positivas de al menos 4 experimentos
independientes. El analisis estadistico se realizé mediante un test de ANOVA de 2 vias con

post test de Bonferroni. *p<0.05, **p<0.001, ***p<0.0001.
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de ratones lUpicos poseen un fenotipo mas maduro que los LT de timo de ratones
controles y preldpicos dado que expresan el marcador CD3 que es parte del
complejo del TeR.

Por otro lado se ha determinado que el timo de ratones lGpicos posee un
mayor porcentaje de LTreg, tanto de la subpoblacién CD25 positiva como negativa
en comparacion al timo de ratones controles y preltpicos (Reyes 2011). Dichos
resultados fueron corroborados en el p'resente estudio y se ilustran en la Figura
14A y B. El aumento del porcentaje de DCs en el timo de los ratones IUpicos
podria estar relacionado con la generacién de LTreg intratimicos o con la delecién
clonal como mecanismos compensatorios del sistema en un intento de restaurar la
tolerancia. Con el objetivo de dilucidar la funcién de las DCs en el timo de ratones
lUpicos se realizaron experimentos de co-cultivos donde se utilizaron timocitos
depletados de APC provenientes de ratones controles y se cultivaron en presencia
o ausencia de DCs purificadas a partir del timo de ratones controles o lUpicos.
Debido al bajo porcentaje de cDC y pDC en los timos de los ratones controles, se
decidi6 purificar células dendriticas totales del timo de ratones controles y Ilpicos
mediante celf sorter. La Figura 15A muestra un ejemplo representativo del analisis
de citometria del repertorio de LT SP (Single Positivo) y DP (Doble Positivo) en los
timocitos antes y después del co-cultivo con DCs totales de timo de ratones
controles y IUpicos. La Figura 15B y C muestra el andlisis estadistico del conjunto
de resultados obtenidos a pariir de 3 experimenios independientes para el
porcentaje y numero absoluto de las poblaciones de LT. Lo primero que
observamos es que DCs de timo de ratones controles son necesarias para la
diferenciacién de LT DP a LT CD8" SP. Observamos que los LT CD4" SP

proliferan en ausencia o presencia de DCs timicas, independiente del origen de
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Figura 14. El timo de ratones llpicos presenta un mayor porcentaje de LTregs
comparado a ratones controles y prelipicos. A) Analisis de citometria de flujo de la
expresién de Foxp3™ y CD25 en LT CD4" del timo de ratones controles, prelpicos y
lipicos. Citometria de flujo representativo que muestra la expresion de Foxp3 y CD25 en
una ventana CD4'para los distintos ratones analizados. Los nimeros al interior de cada
grafico representan el porcentaje de células en cada cuadrante. Resultados representativos
de al menos 4 experimentos independientes. B) Cuantificacion de los resultados mostrados
en A. Las barras representan el promedio + error estandar de los porcentajes de células
positivas de al menos 4 experimentos independientes. El analisis estadistico se realizé
mediante un test no paramétrico de Kruskal-Wallis con post test de Dunn’s. *p<0.05,
**p<0.001, ***p<0.0001.

estas ultimas. Ademas DCs de timo de ratones controles ayudan a la mantencion
de la poblacién de LT DP, la cual se pierde casi en su totalidad en ausencia de
DCs. El bajo porcentaje de LT DP se puede deber a que éstos no expresan en su

superficie CD3 y por ende no son capaces de activarse con el anticuerpo anti-CD3.

67




n Cocultivo 5 dias

Timocitos Timocitos + a-CD3 Timocitos + a-CD3 Timocitos + a-CD3
(fenotipo inicial) + DCs Control + DCs Lupicas

2.02 . I «{2.09 0.2

*
*

*
*
4

8 8

% CD4+CD8-

e 9§ 8
% CD4-CD8+

J
% CD4+CDB+

| ]‘]

= N p O @O

. Timocitos

[ Timocitos + 1-CD3

[l Timocitos + -CD3 + DC Control
[l Timocitos + 1CD3 + DC Lipico

@

A
02 " . 0 % W o2 . .
= —_— o: 0 r T J +|n;' 01 r T 1
&% o1 g% ° g% o
82 84 o (| g2 o e
T E + E 3 E
3a o 3 & o0z 2 @ 0003
o= O 8 n o= I
3 P ~ 3 0002
-4 @ 00 -1 ® 001 -
L £ .00 £ 0.001
0 0.00 0.00

[J timocitos + «CD3
[l Timocitos + «-CD3 + DC Control
[l Timocitos + «CD3 + DC Lipico

Figura 15. DCs del timo de ratones lupicos impiden la seleccion positiva de LT DP a
LT CD8" SP. A) Analisis de citometria de flujo de las sub-poblaciones de LT segun los
marcadores CD4 y CD8 de timocitos de ratones controles cultivados con DCs de timo de
ratones controles y lupicos. Resultado representativo de 3 experimentos independientes.
B) Cuantificacién de los resultados mostrados en A. C) Cuantificacién de los nimeros
absolutos de LT por mL calculados en base a los porcentajes obtenidos (B) y el numero

total de células/mL obtenidos por condicién. Las barras representan el promedio + error
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estandar de los porcentajes de células positivas. El analisis estadistico se realizé mediante
un test no paramétrico de Kruskal-Wallis con post test de Dunn's. *p<0.05

Por otro lado, DCs de timo de ratones Itpicos no son capaces de mantener la
sobrevida de LT DP, observandose ios mismos resultados que en el co-cultivo sin
DCs. Es mas, la disminucién de los porcentajes de la poblacion de LT DP es
incluso menor al co-cultivar los timocitos con las DCs de timo de ratones ltpicos,
sugiriendo que las DCs de timo de ratones lapicos inducirian la muerte de dicha
poblacién. Esios resultados claramente sugieren la pérdida de capacidades
funcionales en las DCs de timo de ratones lupicos.

A continuaciéon evaluamos el efecto de las DCs sobre la generacion o
amplificacion de LTreg. La Figura 16A muestra un ejemplo representativo del
analisis de citometria de las poblaciones de LTreg totales y segin su expresion de
CD25 en timocitos CD4" luego del co-cultivo con DCs de timo de ratones controles
o lapicos. La Figura 16B y C muestra el andlisis estadistico del conjunto de
resultados obtenidos a partir de 3 experimentos independientes para el porcentaje
y numero absoluto de las poblaciones de LTreg. Posterior al co-cultivo observamos
que la poblacién de LTreg inicial se expande en presencia o ausencia de DCs. Las
DCs de timo de ratones controles inhiben la proliferacién o expansién de los LTreg.
Analisis del perfil de citoquinas liberados al medio en las distintas condiciones de
co-cultivo muestran que las DCs de timo de ratones lipicos inducen una baja
secrecién de [as distintas citoquinas analizadas en comparacion a las condiciones
con DCs de timo de ratones controles (Figura 17).

En conjunto estos resultados sugieren que en un estado normal las DCs del

timo reprimen la expansion de LTreg y participan en [a maduracién de LT CD8"
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Figura 16. DCs provenientes del timo de ratones lupicos poseen una mayor
capacidad de generar LTreg a partir de timocitos de un ratén control en comparacién
a DCs de timo de ratones controles. A) Analisis de citometria de flujo de la expresién de
Foxp3 y CD25 en LT CD4" del timo de ratones controles cultivados con DC de timo de
ratones controles y lupicos. Citometria de flujo representativa que muestra la expresion de
Foxp3 y CD25 en una ventana CD4". Los numeros al interior de cada grafico representan

el porcentaje de células en cada cuadrante. Resultados representativos de 3 experimentos
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independientes. B) Cuantificacion de los resultados mostrados en A. C) Cuantificacion de
los numeros absolutos de LTreg por mL calculados en base a los porcentajes obtenidos (B)
y el numero total de células/mL obtenidos por condicién. Las barras representan el
promedio + error estandar de los porcentajes de células positivas de 3 experimentos
independientes. El analisis estadistico se realizé mediante un test no paramétrico de

Kruskal-Wallis con post test de Dunn's. *p<0.05

SP, mientras que en un contexto de autoinmunidad las DCs del timo pierden esta
capacidad permitiendo la expansién anormal de los LTreg.

En resumen, determinamos que durante el desarrollo del lupus las DCs
aumentan su migracién hacia el timo donde, debido a cambios fenotipicos y
funcionales pierden su capacidad de regular la proliferacion de LTreg permitiendo

su expansioén en desmedro de la poblacién de LT DP.
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Figura 17. Patron de citoquinas obtenido de los cultivos de timocitos de ratones
controles con DCs de timo de ratones lupicos y controles. Un panel de citoquinas
fueron evaluadas mediante CBA en los sobrenadantes de los cultivos entre timocitos y DC
de timo de ratones |Upicos y controles. Las barras representan el promedio * error estandar
de la concentracion de citoquinas de 3 experimentos independientes. <l.d. : valores

inferiores al limite de deteccion.
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4.3. Rol in vivo de las DCs durante el LES: Transferencia adoptiva de DCs de

bazo de ratones controles o lipicos a ratones prellpicos.

En la busqueda del rol in vivo de ias DCs durante el desarrollo de lupus
realizamos ensayos de transferencia adoptiva de DCs purificadas a partir del bazo
de ratones Itpicos a ratones prelupicos sanos. El objetivo de dicho experimento fue
determinar si las DCs de ratones lupicos por si solas son capaces de inducir o
acelerar el proceso de autoinmunidad en ratones sanos de la misma cepa BWF1.
Dado que el ciclo de vida de las DCs es corto (Kamath y col. 2002) y nuestro
objetivo buscaba efectos a largo plazo, el protocolo considerd dos inyecciones de
4,5 x 10° DCs una al dia cero y la siguiente al dia 20 (Figura 1B). Durante 60 dias
se realizaron mediciones de proteinuria, autoanticuerpos en el suero y se tomaron
muestras de sangre para evaluar el fenotipo de distintas poblaciones linfoides.

La Figura 18 muestra que la inyeccién de DCs en ratones prelipicos induce [a
produccion de autoanticuerpos anti-ADNdh. Dicho efecto es notablemente mayor
cuando las DCs inyectadas provienen de ratones Ilpicos. Cabe destacar la
disminucion en el tifulo de anticuerpos anti-ADNdh observado al dia 25 en el
tratamiento con DCs de ratones lGpicos. Dicha disminucién va de la mano con lo
expuesto anteriormente respecto al ciclo de vida de las DCs dentro del organismo.
Por otra parte los ratones sometidos a estos tratamientos no experimentaron
aumento del a proteinuria, a pesar de los altos niveles de auto-anticuerpos en los
sueros. Dicho resultado sugiere que el dafio renal requiere de la acumulaciéon

progresiva de inmunocomplejos.
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Figura 18. DCs de bazo de ratones lipicos inducen la produccién de autoanticuerpos
contra ADNdh en ratones prellpicos. Anticuerpos anti-ADN de doble hebra (ADNdh)
fueron evaluados cada 5 dias durante 2 meses mediante ELISA en el suero de los ratones
prelupicos inyectados con DCs de bazo de ratones control o lupicos. Los sueros se
evaluaron a una dilucién de 1/250 (dilucion previamente estandarizada). En azul se
muestran los resultados obtenidos para el grupo de ratones prelupicos inyectados con DCs
de bazo de ratones controles (n=4) y en rojo los resultados obtenidos para el grupo de
ratones prelupicos inyectados con DCs de bazo de ratones lupicos (n=4). El area gris
achurada ilustra los titulos de anticuerpos anti-ADNdh en ratones preltipicos no tratados. Las
flechas en los dias 0 y 20 indican las 2 inyecciones de DCs realizadas. El analisis estadistico
se realizdé mediante un test de ANOVA de 2 vias con post test de Bonferroni. Los asteriscos
ilustrados entre ambas curvas indica diferencia significativa entre la inyeccién con DCs de

ratones controles vs DCs de ratones IUpicos. ***p<0.0001. D.O. : Densidad Optica.

En relacion al aumento de auto-anticuerpos, observamos un fuerte aumento de
linfocitos B en sangre de los ratones prelupicos inyectados con DCs de ratones
lipicos comparado a aquellos inyectados con DCs de ratones controles (Figura
19A). Un analisis mas profundo de los linfocitos B permitié determinar que dicho
aumento se debe a la expansién de LB caracterizados como CD19°B220™CD5",
conocidos como linfocitos B1 (Figura 19B). A la vez, observamos una expansion de

las DCs endoégenas en los ratones prelupicos inyectados con DCs de ratones
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Figura 19. DCs de bazo de ratones lapicos inducen un aumento en el tiempo de los
Linfocitos B totales (LB), LB CD5+ y DCs totales en sangre de ratones preldpicos. Los
graficos de barra representan los porcentajes de (A) LB Totales (B220'CD18"), (B) LB CD5"
(B220°CD5") y (C) DCs Totales (CD11c'B220"). Los graficos de barra representan el
promedio * error estadndar de los porcentajes de células positivas (n=4 por grupo
experimental). El analisis estadistico se realizé mediante un test no paramétrico de Mann-
Whitney de dos colas. *p<0.05, **p<0.001, **p<0.0001.

lipicos, aumento mas notorio entre los dfas 45 a 60 (Figura 19C). La Figura 20
(A,C,E,G) muestra un ejemplo representativo del analisis, al dia 60 post primera
inyeccion, de distintas poblaciones de LB en sangre de los ratones inyectados con
DCs de ratones controles y ldpicos. Dichos resultados fueron cuantificados y
comparados a los resuitados previos obtenidos para las mismas poblaciones en
sangre de ratones controles, preltpicos y lipicos (Figuras 20 B,D,F,H). Observamos
que el aumento de DCs y LB, en especial la subpoblacién CD5*, en sangre es un
fenébmeno asociado al desarrollo de la enfermedad (Figuras 20B,D,F). A diferencia
de lo que encontramos en sangre de ratones llpicos, observamos que la inyeccién
de DCs de estos ratones gatilla un aumento en el porcentaje de células pre-

plasméticas (CD19°CD138") en sangre de ratones prelipicos (Figura 20G y H). Por
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Figura 20. El aumento de LB totales, LB CD5" y DCs totales inducido por la

bserva en

<

omeno que se o

transferencia adoptiva de DCs de bazo de ratones es un fen

sangre de ratones lupicos. A) Analisis representativo de citometria de flujo de DCs totales

(CD11¢'B220™") en sangre de ratones preltipicos inyectados con DCs de bazo de ratones
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controles o lupicos. C) Analisis representativo de citometria de flujo de LB totales
(B220°CD19") en sangre de ratones prelipicos inyectados con DCs de bazo de ratones
controles o ltpicos. E) Andlisis representativo de citometria de flujo de LB CD5' (B220'CD5")
en sangre de ratones preldpicos inyectados con DCs de bazo de ratones controles o lipicos.
G) Andlisis representativo de citometria de flujo de células plasmaticas (CD19°CD138") y
células pro-plasmaticas (CD19'CD138") en sangre de ratones prellpicos inyectados con
DCs de bazo de ratones controles o lipicos. B, D, F, H) Cuantificacion de los resultados
mostrados en A, C, E ,G (gréfico de puntos) (test no paramétrico de Mann-Whitney) y
comparados con los porcentajes de dichas poblaciones observadas en sangre de ratones
confroles, prellpicos y [lpicos (graficos de barra) (ANOVA de 1 via con post test de
Bonferroni). 1) Superposicidon de histogramas de fluorescencia para el marcador de
activacién CD86 en una ventana B220°CD19". A la derecha, cuantificacién de los resultados
donde los puntos representan &l promedio + error estéandar de la IMF de CD86 en LB de
sangre de ratones preltipicos inyectados con DCs de bazo de ratones controles o lipicos
(test no paramétrico de Mann-Whitney). Las barras representan el promedio  error estandar
de la IMF de CD86 en LB de sangre de ratones controles, prellpicos y lipicos (ANOVA de 1
via con post test de Bonferroni). Los resuitados ilustradas en graficos de barra representan
al menos 7 experimentos independientes. Los resultados ilustrados en graficos de puntos

contienen un n=4 por grupo experimental. *p<0.05, **p<0.001, ***p<0.0001.

otro lado, observamos un leve aumento (no estadisticamente significativo) del
porcentaje de células plasmaticas (CD19°CD138") en ratones prellpicos inyectados
con DCs de ratones ltpicos (Figura 20G), fenémeno presente en ratones con lupus
(Figura 20H). Linfocitos B de sangre de ratones [Opicos presentan un estado
activado en comparacién a LB de sangre de ratones controles viejos, dicho
fendmeno no fue observado al tratar ratones prellpicos con DCs de ratones lupicos
(Figura 20I).

También se realizaron mediciones de citoquinas en los sueros de los ratones
tratados con DCs. En la Figura 21 podemos observar diferencias notorias en ios
perfiles de citoquinas entre ratones prellpicos inyectados con DCs de ratones

controles o lUpicos. En general se observan mayores niveles de IL-12, IFN-y, IL-10 e
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Figura 21. Patrén de citoquinas obtenidos a partir del suero de ratones preliipicos
inyectados con DCs de bazo de ratones controles o liipicos. Un panel de citoquinas
fueron evaluadas mediante CBA al dia 60 en el suero de ratones prelipicos inyectados con
DCs de bazo de ratones control o llpicos. Las barras representan el promedio + error
estandar de la concentracién de citoquinas de 4 muestras por grupo experimental.

IL-6 en aquellos ratones prelipicos inyectados con DCs de ratones Iipicos en
comparacion a aquellos tratados con DCs de ratones controles. Luego de 60 dias de
seguimiento se sacrificaron los animales para analizar dist_intas poblaciones
linfocitarias en el timo y el bazo y comparar estos datos con lo observado en ratones
lapicos. Al extraer los 6rganos observamos que 2 de los 4 ratones inyectados con
DCs de ratones lupicos presentaron esplenomegalia, fenomeno asociado al LES
(Figura 22A y B). Al igual que lo que se observo en sangre, detectamos un aumento
en el porceniaje de DCs totales en el bazo de ratones prelUpicos inyectados con
DCs de ratones lupicos (Figura 22C arriba). Dicho aumento también fue significativo

a nivel de células totales (Figura 22C abajo). El andlisis de las sub-poblaciones de
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Figura 22. El bazo de ratones prellpicos inyectados con DCs de bazo de ratones
ldpicos presenta un aumento en el porcentaje y nimero absoluto de DCs. A)
Cuantificacién del peso por bazo obtenido de los ratones prelipicos inyectados con DCs de
bazo de ratones controles o lipicos. B) Cuantificacion de! numero total de esplenocitos
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obtenidos luego de la disgregacion del bazo y posterior tratamiente con colagenasa y
DNAsa. C) Los porcentajes de DCs se determinaron mediante citometria de flujo, donde las
DCs totales se identificaron como CD3'CD11c’, las ¢cDC como CD11¢"B220" y las pDC como
CD11¢™B220". Los nimeros absolutos de DCs se calcularon en base a los porcentajes
obtenidos y el numero total de células por bazo (B). Se compararon los resultados con
aquellos obtenidos en ratones controles, prelipicos y ltupicos (graficos de barra). Las barras
representan el promedio + etror estandar de los porcentajes y nimeros absolutos de células
positivas para dichos marcadores. D) Andlisis del estado de activacién de pDC y ¢DC del
bazo de ratones prelipicos inyectados con DCs de bazo de ratones controles o lipicos
(graficos de puntos) comparado con el estado de activacion en que se encuentran estas
mismas poblaciones en el bazo de ratones controles, prellipicos y Itpicos (graficos de barra).
Las barras representan el promedio & error estandar de la IMF de los marcadores CD86, PD-
L1 y MHC-IL. El andlisis estadistico en los graficos de puntos se realizé mediante un test no
paramétrico de Mann-Whitney (n=4 por grupo experimental). El analisis estadistico en los
graficos de barras se realizé mediante un test no paramétrico de Kruskal-Wallis con post test
de Bonferroni. *p<0.05, **p<0.001.

DCs demostraron que tanto ¢DC como pDC se encuentran expandidas en
porcentaje y numero absoluto en el bazo de ratones inyectados con DCs de ratones
lGpicos. Cabe mencionar que la inyeccién de DCs de ratones controles también
aumenté los porcentajes de DCs totales, cDC y pDC sobre el nivel de lo que se
encuentra en el bazo de ratones controles o preliipicos, sin embargo dicho aumento
pierde significancia al evaluar los nimeros absolutos de células. Por otro lado no se
observaron mayores diferencias en el nivel de activacién de ¢DC y pDC de bazo
entre ratones tratados con DCs de ratones controles o lipicos (Figura 22D). Sin
embargo, cabe mencionar que todos los niveles de expresion de las distintas
moléculas analizadas (CD86, PD-L1, MHC-II), fueron mayores a los detectados en
cDC y pDC de bazo de ratones controles, preliipicos y Itpicos lo que sugiere que la

inyeccion de DCs, independiente de su procedencia, gatilla la activacién de las DCs
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endogenas. En conjunto estos resultados sugieren que las DCs de ratones ltpicos
son capaces de inducir la proliferacién y activacion de DCs endogenas.
Posteriormente se analizaron las poblaciones de linfocitos B (LB) en el bazo de
los ratones tratados con DCs de ratones control o Ilpicos. Se detectaron
porcentajes normales de LB en el bazo de ambos grupos (datos no mostrados), sin
embargo al analizar las sub-poblaciones de LB observamos que la inyeccién de DCs
de ratones ldpicos causa una disminucion del porcentaje de LB virgenes (IgM*igD™)
que se ve acompafnado de un aumento en el porcentaje de LB de memoria IgM*
(Figura 23A y B). No se observaron diferencias en la poblacién de LB IgM’IgD"
(datos no mostrados). Los resultados obtenidos no corresponden a un fendmeno
que se observe en el bazo de ratones ltpicos. Por otra parte, y tal como se vio en
sangre de los ratones preltpicos inyectados con DCs de ratones Iipicos, estos
ratones mostraron altos porcentajes de LB CD5" en el bazo en comparacién a
aquellos tratados con DCs de ratones controles (Figura 23 C y D). La expansién de
LB CD5" en el bazo es un fenémeno que se observa en ratones lupicos comparado
a ratones controles viejos. Cabe mencionar que tanto la inyeccion de DCs de
ratones controles como ltpicos gatillaron la expansion de esta subpoblacién, que en
caso de los ratones tratados con DCs de ratones llpicos fue significativamente
mayor. Finalmente al evaluar el estado de activacion de los LB totales de bazo
observamos que la inyeccion de DCs de ratones lupicos induce su activacién
(Figura 23E y F). Esto fue determinado al evaluar los niveles de expresion de las
moléculas de coestimulacion CD86 y PD-L2 en la superficie de los LB de bazo.
Cabe destacar que la expresion de CD86 se vio aumentada en LB de bazo de
ambos grupos de ratones tratados en comparacién a lo que se observa

normalmente en bazo de ratones controles viejos y lipicos, sin embargo el aumento
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Figura 23. El bazo de ratones prelipicos inyectados con DCs de bazo de ratones
lapicos presenta una disminucion de LB virgenes y un aumento de LB IgM* y LB CD5".
A) Analisis de citometria de la poblacién de linfocitos B virgenes (IgM'IgD") y LB IgM" dentro
de una ventana de LB (CD19°CD11c) en el bazo de los ratones prelupicos inyectados con
DCs de bazo de ratones controles o lipicos. B) Cuantificacién de los resultados mostrados
en A. C) Analisis de la poblacién de LB CD5" (CD19°CD5") en el bazo de los ratones
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preldpicos inyectados con DCs de bazo de ratones controles o lipicos. D) Cuantificacién de
los resultados mostrados en C. E) Superposicién de histogramas de flucrescencia para los
marcadores CD86, PD-L2 y MHC-Il en una ventana CD19°CD11¢” (LB). F) Cuantificacién de
los resultados mostrados en E. El andlisis estadisticc se realizé mediante un test no
parametrico de Mann-Whitney (n=4 por grupo experimental). *p<0.05.

fue aun mayor en ratones tratados con DCs de ratones Iipicos. Por otro lado se
observdé una disminucién en la expresidn de MHC-Il en los LB de bazo,
independiente del origen de las DCs inyectadas, fendmeno que si se observa al
comparar LB de bazo de ratones controles viejos con lupices. Sin embargo la
disminucién se hace mas notoria en aquellos ratones tratados con DCs de ratones
lipicos. En conjunto estos resultados sugieren que las DCs activan a los LB de bazo
haciéndolos diferenciarse a LB de memoria (IgM*) y aumentan notablemente los LB
CD5", fendémeno que se ve exacerbado cuando las DCs provienen de un contexto
autoinmune, indicando nuevamente la presencia de diferencias funcionales en las
DCs de ratones [0picos. En conjunto estos resultados sugieren que las DCs de
ratones lapicos participan en la generacion de la respuesta humoral autoinmune.
Finalmente se analizaron las poblaciones de linfocitos T (LT) en el bazo de los
ratones tratados con DCs de ratones control o [ipicos. La Figura 24 A muestra que
existe un aumento en el nimero absoluto de LT en el bazo de ratones prelupicos
tratados con DCs de ratones lipicos, fendmeno que no se observd en ratones
lipicos pero que sin embargo si ha sido reportado en ratones con esplenomegalia
(Teichmann y col. 2010). Al analizar las dos sub-poblaciones principales de LT
observamos que la inyeccién de DCs de ratones lipicos gatillé un aumento en ei

nimero absoluto de LT CD8" y CD4" en el bazo de ratones preltpicos, siendo éste
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Figura 24. El bazo de ratones prelipicos inyectados con DCs de bazo de ratones
lipicos presenta un aumento de los LT totales y LT productores de IFN-y. A)

Cuantificacién del nimero absoluto de LT CD3" en e bazo de ratones prellpicos inyectados

con DCs de bazo de ratones controles o ltipicos (grafico de puntos, test no paramétrico de

Mann-Whitney) comparados con los nimeros absolutos de LT totales observadas en el hazo

de ratones controles, prelipicos y ldpicos (grafico de barras). B) El aumento de LT totales se
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debe a una expansién de las poblaciones CD4" y CD8" en el bazo de ratones inyectados con
DCs de ratones lipicos. Cuantificacion del nimero absoluto de LT CD3'CD4" y LT
CD3'CD8" en el bazo de ratones prelupicos inyectados con DCs de bazo de ratones
controles o lupicos (grafico de puntos, test no paramétrico de Mann-Whitney) comparados
con los numeros absolutos de LT totales observadas en el bazo de ratones controles,
preldpicos y lipicos (grafico de barras). C) Analisis de citometria de la poblacién IFN-y
dentro de una ventana de LT CD4" en el bazo de los ratones prellpicos inyectados con DCs
de bazo de ratones controles o lupicos (gréfico de puntos) comparado con los porcentajes de
la misma poblacidn en bazo de ratones controles y Idpicos (grafico de barras). D)
Cuantificacién de los resultados mostrados en C. El andlisis estadistico se realizé mediante
un test no paramétrico de Mann-Whitney (n=4 por grupo experimental). *p<0.05.

Uliimo un fendémeno que si fue observado en ratones [Upicos (Figura 24B). Otra
caracteristica observable en el bazo de ratones lipicos es el aumento en el
porcentaje de LT con fenotipo Th1, es decir que secretan la citoquina [FN-y. La
figura 24 C y D muestra que los ratones prelupicos inyectados con DC de ratones
lupicos muestran un alto porcentaje de LT IFN-y* en comparacidén a los ratones
tratados con DCs provenientes de raiones controles.

En conjunto estos resultados sugieren que las DCs de ratones lipicos son
capaces de inducir la proliferacion y expansion de LT, ademas de su diferenciacion
hacia LT Th1.

Dado que durante el desarrollo de la enfermedad observamos cambios en el
fenotipo y homeostasis de LT y DCs en el timo de ratones llpicos decidimos
analizar los timos de los ratones inyectados con DCs. La Figura 25 muestra el
analisis de las DCs en el timo de ratones prelipicos inyectados con DCs de ratones
controles o lupicos. En primer lugar observamos que no existen mayores
diferencias en la celularidad total de los timos entre ambos grupos de ratones,

sugiriendo que las DCs no serian gatillantes del fenémeno de involucién timica
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Figura 25. El timo de ratones preliipicos inyectados con DCs de bazo de ratones
lipicos presenta una disminucion en el porcentaje de DCs. A) Cuantificacion del
nimero total de timocitos obtenidos luego de Ia disgregacién del timo y posterior
tratamiento con colagenasa y DNAsa. B) Los porcentajes de DCs en el timo se
determinaron mediante citometria de flujo, donde DCs totales se identificaron como CD3"
CD11¢", las cDC como CD11¢'B220" y las pDC como CD11¢c"B220". C) Analisis del estado
de activacion de las pDC y cDC del timo de ratones prelipicos inyectados con DCs de
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bazo de ratones controles o lipicos (gréficos de puntos) comparado con el estado de
activacion en que se encuentran estas mismas poblaciones en el timo de ratones controles,
prelipicos y ldpicos (graficos de barra). Las barras representan el promedio % error
estandar de la IMF de los marcadores CD86, PD-L1 y MHC-II. El anélisis estadistico en los
graficos de puntos se realizé mediante un test no paramétrico de Mann-Whitney (n=4 por
grupo experimental). El analisis estadistico en los gréaficos de barras se realizé mediante un
test no parameétrico de Kruskal-Wallis con post test de Bonferroni. *p<0.05, **p<0.001.

(Figura 25A). En la Figura 25B observamos que la inyeccién de DCs de ratones
lipicos indujo una disminuciéon en el porcentaje de DCs en el timo, disminucion
que es estadisticamente significativa en el caso de las ¢cDC. Sin embargo al
comparar estos valores con los porcentajes observados en el timo de ratones
lipicos observamos que los porcentajes son muy bajos, similares a los
encontrados en el {imo de ratones controles y preldpicos. La Figura 25C muestra
que la inyeccion de DCs, independiente de su origen, no induce [a activaciéon de
las ¢DC y pDC en el timo de ratones prelupicos como [o demuesira la evaluacion
de CD88, PD-L1 y MHC-II. Por otro lado observamos que el repertorio de LT en el
timo de los ratones utilizados para la transferencia adoptiva es normal (Figura 26),
indicando nuevamente que la inyeccion de DCs de ratones controles o ilpicos no

inducen cambios en la homeostasis timica.

En resumen, determinamos que las DCs cumplen un rol gatillante en el LES al
inducir la produccion de autoanticuerpos en ratones BWF1 previamente sanos.
Observamos que estas pariicipan directa o indirectamente en la activacion y
diferenciacién de LB y LT del bazo ademas de autorregular la proliferacion y

activacién de las DCs. En conjunto todos estos resultados demuestran que las
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DCs de ratones lGpicos promueven el desarrollo de autoinmunidad en ratones

BWHF1, principalmente a nivel de la respuesta humoral por parte de los LB.
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Figura 26. El timo de ratones prelipices inyectados con DCs de bazo de ratones
controles o lipicos presenta un repertorio normal de LT. Los porcentajes de LT se
determinaron mediante citometria de flujo en donde se identificaron cuatro sub-poblaciones
principales, LT CD4'CD8 (DN), LT CD4°CD8’, LT CD4CD8", y LT CD4°CD8" (DP). El
andlisis estadistico en los graficos de puntos se realizé mediante un test no paramétrico de
Mann-Whitney (n=4 per grupo experimental). El andlisis estadistico en los graficos de
barras se realizdé mediante un test no paramétrico de Kruskal-Wallis con post test de

Bonferroni. *p<0.05, **p<0.001.

87




4.4. DCs del bazo de ratones lipicos inducen la maduracién de Linfocitos B in

vitro

Se ha demostrado que las DCs modulan [a funcién de los LB mediante factores
solubles y de manera contacto dependiente (Ding, Cai, Marroquin, lidstad, & Yan,
2009; Jorgensen y cols., 2010). Con el objetivo de determinar si la activacion y
diferenciacion de LB observada in vivo requiere de la interaccién directa con DCs,
realizamos experimentos de co-cultivos entre LB de bazo de ratones prellpicos
con DCs de bazo de ratones controles o lipicos. La Figura 27A muestra el analisis
estadistico de los porcentajes de LB CD5*, LB virgenes (IgM*lgD") v LB de
memoria (IgM") obtenidos luego de 24 horas o 3 dias de co-cultivo en presencia de
DCs de bazo de ratones controles o Idpicos (3 experimentos independientes).
Observamos que la subpoblacién de LB virgenes disminuye a 24 hrs luego de la
interaccion con DCs de ratones lupicos. Las sub-poblaciones de LB CD5' o LB
IgM” no se vieron afectadas por la presencia de DCs de bazo de ratones controles
o lupicos, lo que sugiere que los cambios observados en estas sub-poblaciones in
vivo tienen ofra causa. La Figura 27B muestra el analisis estadistico de las
intensidades medias de fluorescencia (IMF) de CD86, PD-L1 y MHC-Il en LB de 3
experimentos independientes. No observamos cambios en el estado de activacién
de los LB en co-cultivo en cuanto a la expresién de CD86 y PD-L2. Sin embargo si
observamos una disminucién en [a expresién de MHC-Il en los LB co-cultivados
con DCs de ratones IUpicos, replicando asi el fenémeno observado en los

experimentos in vivo.
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Figura 27. DCs del bazo de ratones lipicos interactian directamente con LB para

gatillar la disminucién de LB virgenes y la baja expresion de MHC-I. A) Se
determinaron los porcentajes de LB CD5" (B220°CD5"), LB virgenes (CD19'CD11c
IgM*IgD™), LB IgM* (CD19°CD11¢’IgM") mediante citometria de flujo luego de cultivar LB
prelipicos durante 24 hrs o 3 dias con DCs de bazo de ratones controles o lpicos. B)
Analisis de! estado de activacion de LB (CD19'B220°CD11¢) de bazo de ratones
prelipicos cultivados con DCs de bazo de ratones controles o ltpicos durante 24 hrs o 3

dias. Las barras representan el promedio * error estandar de la IMF de los marcadores

CD86, PD-L1 y MHC-Il de 3 experimentos independientes. Las lineas punteadas en cada

grafico indican el porcentaje e IMF inicial previo al co-cultivo. El andlisis estadistico se

realizé mediante un ANOVA de 2 vias con post test de Bonferroni. *p<0.05, ***p<0.001,

*0<0.0001.
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5. DISCUSION

El Lupus Eritematoso Sistémico (LES) es una enfermedad autoinmune
multifactorial de etiologia aun desconocida que se caracteriza principalmente por la
presencia de auto-anticuerpos que forman complejos inmunes los cuales se
depositan en los tejidos causando inflamaciéon y dafio tisular. La produccion
anormal de auto-anticuerpos es una consecuencia de la activacién de linfocitos B
(LB) auto-reactivos mediada principalmente por linfocitos T (LT). Por ofro lado la
activacion de LT y la posterior generacion de una respuesta inmune son procesos
que requieren de la participacion activa de células presentadoras de antigeno
(APC), especificamente de las células dendriticas (DCs). Ademas de participar en
la iniciacion de una respuesta inmune adaptable, las DCs son mediadoras clave del
fino balance entre inmunidad y tolerancia. En el presente trabajo se evalué el rol de
las DCs en el establecimiento de autoinmunidad en el lupus utilizando el modelo
animal BWF1.

El rol de las DCs en [a mantencién de tolerancia ha sido evaluado eliminando
esta poblacion de manera constitutiva, lo que genera un quiebre en los
mecanismos de tolerancia hacia antigenos propios generando autoinmunidad
(Chnmacht y col. 2009). Por el contrario, la incorporacién de DCs cargadas con
auto-antigenos en ratones sanos gatilla la pérdida de tolerancia a lo propio
generandose sintomas del tipo autoinmune (Georgiev y col. 2005). Ambos
experimentos demuestran que las DCs participan en la mantencién de tolerancia, lo
que las hace ser un blanco importante dentro del estudio de enfermedades
autoinmunes como el lupus. Las DCs son una poblacion de células muy

heterogéneas (Steinman & ldoyaga 2010). Las células dendriticas convencionales
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(cDC) y plasmacitoides (pDC) representan [as dos principales sub-poblaciones de
DCs. Ambas comparten algunas caracteristicas como APCs sin embargo son
morfolbgica, fenotipica y funcionalmente diferentes y estas diferencias podrian
reflejarse en la patogénesis del LES. Por una parte las ¢cDC presentan una mayor
capacidad presentadora de antigeno y en el contexto del lupus las cDC tienen gran
capacidad para capturar y procesar material apoptético y necrético rico en auto-
antigenos (Fransen y col. 2010). Por otro lado, las pDC se activan luego de
interactuar con complejos inmunes lo que gatilla en éstas una alta produccion de
IFN-q, citoguina que ha sido .ampliamente vinculada con la iniciacidén y desarrollo de
esta enfermedad (Blanco y col. 2001; Lévgren y col. 2004; Denny y col. 2007;
Rénnblom & Pascual 2008; Obermoser & Pascual 2010; Mathian y col. 2011;
Hagberg y col. 2011; lvashkiv & Donlin 2014). Diversos estudios han documentado
anormalidades en cuanto al fenotipo, funcionalidad y homeostasis de las ¢DC y
pDC durante el lupus murino (Colonna y cols. 2006; Jorgensen y cols. 2010;
Gleisner y cols. 2013) y humano (Zwo y col. 2004; D. Ding y col. 2008; Jin y col.
2010).

En este trabajo corroboramos resuitados anteriores donde se habia observado
que ratones de la cepa BWF1, luego de presentar sintomas de la enfermedad,
presentan un incremento en los porcentajes y nimeros absolutos de cDC y pDC en
el bazo en comparacién al bazo de ratones controles y prelpicos (Figura 2 y
Gleisner y col. 2013). Debido a las diferencias funcionales entre ¢DC y pDC es
importante considerar el efecto individual del incremento de cada subpoblacién en
ia patogeénesis del lupus. Bajo este contexto es que surge la necesidad de realizar
una mejor caracterizacion de las sub-poblaciones de DCs, en especial énfasis

sobre las pDC, dado que éstas mostraron el mayor aumento tanto en porcentaje
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como en nimero absoluto en comparacién a las cDC. En este trabajo demostramos
que las pDC se encuentran aumentadas, tanto en porcentaje como numero
absoluto, en el bazo de ratones Itpicos y corresponden a pDC caracterizadas por el
fenotipo CD11c*'B220°CCRIPDCA-1"SiglecH CD9* (Figura 3). La baja expresién
del receptor de quimioquinas CCR9 en las pDC de bazo de ratones Ilipicos sugiere
que las pDC podrian presentar problemas de reclutamiento al intestino, bajo
condiciones de inflamacion (Wendland y col. 2007). Por otro lado se ha
determinado que tanto progenitores hematopoieticos como pDC requieren de la
expresion conjunta de CCR7 y CCR9 para migrar al timo (Krueger y col. 2010;
Zlotoff y col. 2010; Hadeiba y col. 2012). Se ha propuesto que la migracién de las
pDC al timo ocurre gracias a la expresion de CCR9, participando asi en la
generacion de tolerancia ceniral (Hadeiba y col. 2012). A su vez, diversos estudios
han propuesto que la expresién de CCR9 define a pDC tolerogénicas, capaces de
inducir la diferenciacion de LTreg y suprimir la respuesta inmune (Hadeiba y col.
2008; Drakes y col. 2009). En resumen podemos inferir que la pérdida de expresion
de CCR9 en pDC de bazo de ratones Itpicos podria explicar en parte la pérdida de
tolerancia tanto central como periférica. Por otro lado y a favor de nuestra hipétesis,
aquellas pDC que carecen del receptor CCR9 corresponden a pDC en un mayor
estado de activacion caracterizado por la alta expresiébn de moléculas co-
estimulatorias (Figura 4), una alta secrecion de citoquinas pro-inflamatorias {Drakes
y cols. 2009) y una gran capacidad de inducir la proliferacién de LT virgenes
(Drakes y col. 2009). Por otro lado, y quizés de mayor interés es el trabajo de
Engleman y col. donde se demuestra que las células dendriticas capaces de
producir IFN-a corresponden a una subpoblacion de pDC caracterizadas

fenotipicamente por el marcador CD9 y la falta de los marcadores PDCA-1, CCRS y
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SiglecH (Bjorek y col. 2011). En dicho trabajo también se demuestra que esta
subpoblacién de pDC se origina a partir de pDC CCRS*PDCA-1*SiglecH'CD9" lo
gue nos permite inferir que durante el desarrollo del lupus esta subpoblacién de
pDC, que si se encuentra en el bazo de ratones prellpicos, se activa y madura, lo
que hace que estas pierdan la expresién del receptor CCR9 (Drakes y col. 2009) y
comiencen a producir altos niveles de IFN-a. A su vez, su elevado estado de
activacion, caracterizado por la sobre-expresion de MHC-Il y de las moléculas de
coestimulacién CD86 y PD-L1 (Figura 4), favorecerian [a presentacién antigénica
hacia LT virgenes auto-reactivos. A favor de todos estos resuitados, se ha descrito
que el fratamiento simultaneo con anticuerpos bloqueadores para CD80 y CD86
antes de la aparicion de los sintomas del lupus mejora significativamente la
sobrevida y la gravedad de la enfermedad en modelos murinos de esta enfermedad
(Nakajima y col. 1995; Kinoshita y col. 2000). Resultados similares se obtienen al
tratar a pacientes con lupus con anticuerpos bloqueadores contra IFN-a (Yoo
2010). Por ofro lado distintos estudios han propuesto que células dendriticas
B220"CCRY" corresponderian a precursores de células dendriticas convencionales
dado que carecen de los clasicos marcadores de pDC como PDCA-1 y SiglecH
(Segura y col. 2009; Schlitzer y col. 2011; Schlitzer y col. 2012). Dichos estudios
revelan la posibilidad de que las pDC caracterizadas en el bazo de ratones [Gpicos
sean las responsables del aumento de las cDC encontradas en el mismo 6rgano.
Ambas hipdtesis no son excluyentes dado a que se podria tratar de la misma
subpoblacién de células dendriticas que sea capaz de efectuar ambos procesos.

La acumulaciéon de DCs encontrada en el bazo de ratones IUpicos sugiere la
existencia de un desequilibrio en la homeostasis que podria ser explicado en

funcion de cambios en las capacidades de migracion, sobrevida o quimioatraccién
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de las DCs bajo un contexto de autoinmunidad. En concordancia con estudios
previos (Drakes y col. 2009), los ensayos de induccién de apoptosis realizados en
este trabajo sugieren que las pDC CCR9 poseen intrinsecamente mayor
resistencia a la muerte celular programada en comparacién a otras sub-poblaciones
de DCs (Figura 5). Dado que esta subpoblacion en particular es la que se
encuentra aumentada en el bazo de ratones lUpicos podemos inferir que su mayor
capacidad de sobrevida permite que éstas se acumulen en dicho érgano. Por ofro
lado, Wan y col. demostraron que la citoquina IL-21, que se encuentra en altos
niveles en pacientes con lupus (Ohl & Tenbrock 2011), induce la apoptosis
especifica de cDC, efecto que es revertido por la citoquina GM-CSF (Wan y col.
2013), que también se encuentra elevada en pacientes con lupus (de Zubiria
Salgado y col. 2012). Dicho trabajo sugiere que el microambiente del bazo podria
estar modulando la sobrevida y acumulacion de las DCs.

Al evaluar la capacidad migratoria de las DCs nuestros resultados indican que
las DCs de ratones lipicos poseen caracteristicas distintivas que le permiten migrar
y acumularse en distintos 6rganos linfoides (Figura 6). Observamos que la
migracién de las DCs de ratones ldpicos fue preferencialmente al bazo, érgano
donde se detectd la mayor cantidad de eventos positivos (Figura 6B),
demostrandose asi la presencia de mecanismos quimioatractantes hacia este
organo en particular. En concordancia con ello, resultados previos de nuestro
laboratorio demostraron que células estromales y DCs de bazo de ratones lapicos
presentan un perfil de quimioquinas y receptores de quimioquinas alterado en
comparacion a ratones controles (Gleisner y col. 2013). El conjunto de estos
resultados, mas los antecedentes previos de nuestro laboratorio, sugieren que el

microambiente del bazo mas las caracteristicas fenotipicas y funcionales
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aberrantes de las DCs permifiria que éstas se localicen preferencialmente en el
bazo donde serian capaces de interactuar con otros linfocitos vy asi montar una

respuesta inmune anormal caracteristica del lupus.

La habilidad de las DCs de iniciar y mediar respuestas inmunes es
consecuencia de su localizacion tisular y su capacidad especial de migracién
(Randolph y col. 2008). La migracion alterada de DCs son un sello caracteristico de
enfermedades inflamatorias (Randolph y col. 2008). El tréfico de linfocitos y de APC
al timo es una caracteristica de modelos de inflamacién o autoinmunidad murino
(Ishikawa y col. 2001; ito y col. 2004, S Ishikawa & Matsushima 2007; Sprent &
Surh 2009; Hale & Fink 2009; Edelmann & Marconi 2011; Hodge y col. 2012). En
concordancia con esto, demostramos que el timo de ratones con lupus presenta
altos porcentajes de DCs en comparacién a ratones controles y prellipicos (Figura
7). Dicha expansién se debe al aumento conjunte de cDC y pDC, sin embargo las
c¢DC muestran un incremento mayor en el timo (Figura 8). Mediante Ia
caracterizacion fenotipica de las DCs timicas determinamos que tanto ¢cDC como
pDC del timo de ratones ltipicos provienen de la periferia (Figuras 9, 10y 11). Cabe
destacar que la baja expresion de CCR9 en pDC de ratones Ipicos no fue un
impedimento para migrar hacia el timo. En concordancia con esto, Hadeiba y col.
proponen que ademas de CCR9 se requiere de la expresién de CCR7 para lograr
la localizacién correcta de pDC hacia el timo, por lo gue habria que evaluar la
expresion de dicho receptor en DCs de ratones lGpicos. Por otro lado se ha
determinado que la involucion timica, proceso que se gatilla con la edad pero que
se encuentra exacerbado en el lupus, produce una ruptura de [a estructura medular

del timo lo que provoca una acumulacién de DCs en la médula en vez de la corteza
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timica (McCaughtry y col. 2008) perturbando asi el proceso de seleccién negativa
(Takeoka y col. 1995; >.<ia y col. 2012). EI dafio estructural generado en el timo
durante la involucién timica aumentarfa la permeabilidad de éste permitiendo la
entrada de distintas poblaciones de LT y LB que en estados normales no son
capaces de ingresar (Hodge y col. 2012). Es probable que el dafio tisular del timo
en ratones con [upus cambie los requerimientos de ingreso al timo (Hadeiba y col.
2012). Relacionado con el dafio tisular del timo de ratones l(picos, nuestros
resultados indican que la baja celularidad es debido en su mayoria por la perdida
casi completa de linfocitos T CD4°CD8" (Figura 13), resultados que ya habian sido
reportado por otros autores (Ishikawa y col. 2001). Por ofra parte nuestros
resultados muestran que las ¢cDC y pDC del timo de ratones [lpicos presentan un
estado de hiperactivacion en comparacién a ratones controles y preltpicos (Figura
12). En la literatura se ha informado que las DCs migratorias al ingresar al timo
maduran y sobre-expresan moléculas de co-estimulacién como CD86 (Li y col.
2009), fendbmeno que estaria exacerbado en el caso de ratones itpicos.

Las DCs en el timo cumplen un rol en la mantencién de la tolerancia central al
participar en los procesos de seleccién negativa y generacion de LTreg
(Goldschneider & Cone 2003; Bonasio y col. 2006; Proietto, Dommelen, y col. 2008;
Guerri y col. 2013). Para demostrar la contribucién de las DCs timicas de ratones
ipicos en la mantencion o pérdida de tolerancia central se realizaron experimentos
de co-cultivo entre timocitos de ratones controles con DCs timicas de ratones
controles o ltipicos. Nuestros resultados indican que DCs timicas de ratones IGpicos
tienen una mayor capacidad de generar o expandir la poblacién de LTreg a partir
de timocitos controles en comparacion a DCs timicas de ratones controles (Figura

16). Wu y col. demostraron que ¢DC migratorias, identificadas como CD11b*Sirpa’®,
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tienen mayor capacidad de inducir Treg in vitro en comparacion a cDC de origen
intratimico (CD8'CD11bSirpa’) (Proietto y col. 2008), lo cual poélria explicar en
parte el aumento de LTreg en los ensayos in vifro utilizando DCs de timo de ratones
lupicos. A su vez la presencia de DCs anormales en el timo de ratones con lupus
puede dar lugar a la seleccion positiva de LT auto-reactivos en vez de una
seleccién negativa normal. Esta posibilidad es respaldada por el hecho que existe
un claro aumento de LT CD4" en el timo de ratones enfermos mientras que la
poblacién de LT CD4'CD8" (DP) se encuentra drasticamente disminuida (Figura
13) (Takeoka y col. 1995; Ishikawa y col. 2001). Nuestros experimentos de co-
cultivos confirman que las DCs del timo de ratones lUpicos participan directamente
en la disminucién de la poblacion de LT DP (Figura 15), con lo que se emula el
fenémeno observado in vivo (Figura 13). En conjunto dichos resultados sugieren
que el aumento de Treg (Figura 14 y Abe y col. 2008), de LT CD4" y la pérdida de
LT DP en el timo de los ratones {Upicos seria un efecto directo del aumento de cDC

Sirpa” en dicho 6rgano durante el desarrollo del lupus.

El rol in vivo de las DCs en la pérdida de la tolerancia observada durante el
desarrollo del LES ha sido investigado por varios autores, sin embargo aun no se
logra determinar a cabalidad las funciones non redundantes de las DCs durante
esta enfermedad. Originalmente caracterizadas como potentes células
presentadoras de antigeno a LT virgenes, las DCs también participan en la
mantencién de la tolerancia inmunoldgica. El estado de activacidn/maduracién en
que se encuentren las DCs, ademas de su localizacion tisular, el tipo de sub-
poblaciones de DCs y ofros factores son responsables de determinar si las DCs

previenen o inician la activacion de una respuesta inmune (Hardin 2005). Por una
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parte, la inyeccién de DCs cargadas con antigenos provenientes de células
apoptdticas en ratones sanos, sin predisposicion a desarrollar lupus, induce en
estos Ultimos la pérdida de tolerancia evidenciado por un aumento de auto-
aﬁticuerpos en el suero (Georgiev y col. 2005). Sin embargo los autores indican
que son necesarios otros factores de susceptibilidad para lograr inducir
autoinmunidad a largo plazo que desemboque en la expresion clinica de la
enfermedad (Georgiev y col. 2005). En este contexto nuestros resultados indican
que la inyeccion de DCs de ratones lUpicos en ratones sanos induce la pérdida de
tolerancia, evidenciado por el aumento en los niveles séricos de auto-anticuerpos
contra ADNdh (Figura 18). Similar a lo observado por Georgiev y col. no
detectamos dafio renal a pesar del alto nivel sérico de auto-anticuerpos en los
ratones tratados con DCs de ratones lGpicos (Georgiev y col. 2005). De acuerdo
con esto, un aumento en los niveles de auto-anticuerpos anti ADNdh son un sello
caracteristico del LES, mientras que la presencia de auto-anticuerpos anti-Sm
(proteina asociada al ARN) se relaciona directamente con la nefritis (Bagavant & Fu
2009). Este punto no fue ensayado en nuestro modelo experimental. A pesar de no
producir dafio renal, detectamos otras manifestaciones clinicas de la enfermedad
en los ratones BWF1 inyectados con DCs de ratones ldpicos, como son cambios en
el patrén de citoquinas en el suero (Figura 21) y desregulacion de poblaciones
linfoides en distintos érganos, fenomenos que no fueron detectados al inyectar DCs
de ratones control. Dichos resultados indican claramente un rol protagénico de las
DCs de ratones ldpicos superior al posible efecto del fondo genético con
susceptibilidad al lupus utilizado en nuestro modelo experimental. La inyeccién de
DCs de ratones lGpicos indujo en ratones prellpicos un aumento de las

poblaciones de LB CD5", DCs totales y células pre-plasmaticas en sangre periférica
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(Figura 20). El aumento de DCs en la sangre de ratones [(ipicos de la cepa BWF1
es un fendmeno que habia sido detectado con anterioridad en nuestro laboratorio
(Gleisner y col. 2013). El aumento de DCs y distintas sub-poblaciones de LB fue
detectado en el bazo de ratones prelipicos 2 meses después de las inyecciones de
DCs de ratones Ilipicos. El aumento de DCs en sangre y bazo de ratones BWF1
tratados con DCs de ratones Iupicos sugiere que dicho aumento proviene de
regulaciones gatilladas por las mismas DCs. Distintos estudios han determinado
que varias citoquinas se encuentran involucradas en la generacién y maduracién
de las DCs. Entre éstas la principal seria el factor de crecimiento de granulocitos y
macréfagos (GM-CSF) seguido por TNF-q, IL-4, IL-2, IL-6, IL-7, IL-13, IL-15 entre
otros (Zou & Tam 2002). En concordancia con esto encontramos elevados niveles
de IL-6 en el suero de los ratones inyectados con DCs de ratones lipicos (Figura
21), lo cual podria explicar en parte la expansién de DCs en estos ratones. Por otro
lado se ha determinado que IFN de tipo | actuaria como un importante regulador de
la apoptosis, proliferacion y migracién de DCs (Mattei y col. 2009). Tomando en
consideracion que en el caso de las DCs de ratones [Upicos las pDC que fueron
inyectadas serian del fenotipo IFN-a* (Bjbrek y col. 2011) podemos inferir que estas
secretan esta citoquina aumentando asi la proliferacion de las DCs endégenas. Por
otro lado el aumento de LB CD5" en bazo y sangre de ratones BWF1 inyectados
con DCs de ratones lipicos es un fenémeno que se observa en ratones BWF1
enfermos (Figuras 24 y 27 y Sho Ishikawa & Matsushima 2007) y también en
pacientes con LES (B6hm 2004) y se correlaciona directamente con el aumento de
auto-anticuerpos en el suero. LB que expresan en su superficie la glicoproteina de
transmembrana CD5 han sido relacionados con enfermedades autoinmunes debido

a su capacidad de producir anticuerpos naturales polireactivos, que reconocen
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auto-antigenos con baja afinidad, y que bajo un contexto de autoinmunidad se
transforman en auto-anticuerpos patogénicos de alta afinidad (Tobén y col. 2013).
Una de las caracteristicas de una subpoblacién de LB CD5" llamados B10, es su
capacidad de producir IL-10 (Yanaba y col. 2008), citoquina que se encontré en
altos niveles en el suero de ratones tratados con DCs de ratones ltpicos (Figura
21). En concordancia con esto, tratamientos utilizando anticuerpos blogqueadores
de IL-10 han demostrado retrasar la enfermedad en ratones BWF1 (Ishida y col.
1994). Por otro lado el aumento en el porcentaje de células pre-plasmaticas en la
sangre de ratones tratados con DCs de ratones lUpicos sugiere que estos ratones
estan generando una respuesta humoral. La inyeccién de DCs de ratones Ilipicos
también indujo un aumento de LB IgM* en desmedro de la poblacién de LB
virgenes (IgM*IgD") en el bazo de ratones preltpicos (Figura 27). A pesar de no ser
un fendmeno observable en ratones lipicos, se ha documentado que pacientes con
LES presentan una baja frecuencia de LB IgM'IgD" en la sangre (Rodriguez-
Bayona y col. 2010) y un aumento de LB IgM" de memoria (Jacobi y col. 2008). Al
analizar el estado de activacion de los LB totales en el bazo de ratones inyectados
con DCs de ratones lUpicos observamos que estos expresan elevados niveles de
las moléculas CD86 y PD-L2, un estado de hiperactivacion que no fue detectado en
LB de bazo de ratones lipicos pero que ha sido documentado en LB de pacientes
con lupus (Grammer & Lipsky 2003). Por otra parte la baja expresién de MHC-Il en
LB de bazo de ratones prellpicos inyectados con DCs de ratones Itipicos es un
fenémeno que se observa en LB de bazo de ratones lupicos y también en LB de
pacientes con lupus (Lugar y col. 2012). La baja expresion de MHC-I| en LB ha sido
previamente descrito como una caracteristica de células plasmaticas maduras

(Wilkinson y col. 2012). En conjunto estos resultados sugieren que las DCs
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provenientes de un contexto de autoinmunidad son capaces, de manera directa o
indirecta, de activar a LB, inducir la diferenciacion a LB CD5*, B10 y células
plasmaticas, gatillando asi la produccién de auto-anticuerpos caracteristica de una
respuesta humoral. Experimentos de co-cultivos de DCs y LB nos permitieron
demostrar que la baja frecuencia de LB virgenes y la disminucién de la expresion
de MHC-II son fenémenos dependientes directamente de la interaccién entre LB y
DCs provenientes de ratones IUpicos (Figura 27). En concordancia con esto, varios
estudios han identificado la participacion directa de las DCs sobre la activacion y
maduracién de LB. Especificamente se sabe que las DCs modulan el crecimiento
celular y diferenciacién de LB a células plasmaticas (Dubois y col. 1999; Wykes &
Macpherson 2000; Jego y col. 2003; Poeck y col. 2004; Cerutti y col. 2005; Nair y
col. 2008) y en un contexto de autoinmunidad se han visto directamente
involucradas en la estimulacion de LB (Wan y col. 2008; Ding y col. 2009).

Por otro lado la inyeccién de DCs también afecté la respuesta inmune mediada
por LT. Nuestros resultados muestran un aumento de los LT CD3" totales del bazo
de ratones BWF1 inyectados con DCs de ratones Itipicos, aumento que fue debido
a la expansién conjunta de LT CD4" y LT CD8" (Figura 24). El aumento de LT en el
bazo no fue un fendmeno observado con anterioridad en ratones lipicos, sin
embargo si ha sido documentado en otros modelos murinos del lupus y se ha
determinado que su aumento es la principal causal de esplenomegalia en estos
ratones (Teichmann y col. 2010). Dentro de las sub-poblaciones de LT observamos
un claro aumento de los LT CD4" productores de IFN-y, o Th1, en el bazo de
ratones BWF1 inyectados con DCs de ratones ldpicos, fenémeno que también se
observé en ratones IUpicos y que ha sido reportado en pacientes con lupus (Dean y

col. 2000). En concordancia con dicho aumento también observamos elevados

101




niveles de IL-12 en el suero de estos ratones (Figura 21), citoquina necesaria para
la diferenciacién hacia Th1 y que ha sido demostrada ser producida
especificamente por pDC CD9" (Bjérck y cols. 2011). Resultados previos de
nuestro iaboratorio habian demostrado que la interaccién directa entre DCs de
ratones Itpicos con LT virgenes de ratones controles induce en estos Gltimos un
fenotipo Th1, en comparacién a la utilizacion de DCs de ratones controles (Gleisner
2013). Dicho antecedente nos permite inferir que las DCs de ratones liipicos son
capaces de interactuar directamente in vivo con LT virgenes en el bazo de ratones
prellpicos, induciendo su diferenciacion hacia LT Th1.

Por dltimo al analizar las distintas poblaciones linfocitarias en el timo
observamos que no hubo mayores diferencias entre aquellos ratones inyectados
con DCs de ratones llpicos o controles. Por un lado, dado que los ratones
receptores eran ratones jovenes éstos no presentaban timos con dario tisular o
involucion haciendo que este érgano pudiera cumplir sus funciones normalmente
impidiendo asi el ingreso de DCs patogénicas. Otra posible explicacién es que
dado que [a involucién timica es un proceso que ocurre durante el envejecimiento
las DCs podrian participar dentro de este proceso sélo en ratones de mayor edad.
Esto nos permite proponer que los defectos timicos observados durante el
desarrollo del LES son una suma conjunta tanto de la edad de los individuos como
de las deficiencias funcionales linfocitarias que se gatillan durante la enfermedad.

Utilizando una aproximacion experimental opuesta, la delecién constitutiva de
DCs en ratones con predisposicién al lupus (modelo murino MRL.Fas™) permiti6
determinar que las DCs participan en la induccién de la enfermedad méas que en su
regulacién (Teichmann y col. 2010). Dicha aproximacién experimental demostré

que la falta de DCs en ratones MRL.Fas™ inhibe la formacion de auto-anticuerpos
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del tipo IgM e IgG, disminuye la cantidad de células piasmaticas, inhibe la
expansion de LT y disminuye la diferenciacién de éstos hacia Th1 (Teichmann y
col. 2010). Todos estos resultados fueron corroborados mediante la transferencia
adoptiva de DCs provenientes de un contexto de autoinmunidad a ratones BWF1
sanos, dando asi mayor validez a los resuitados obtenidos durante este trabajo.
Dado que la aproximacion experimental de Teichmann y col. elimina del todo a
todas aquellas células que expresen la integrina CD11c surge la interrogante si
alguno de los fendmenos observados por ellos se deba a la falta de ofra poblacion
que exprese dicha protefna. De esta manera la transferencia adoptiva de DCs en
un modelo murino del lupus nos permite corroborar y verificar dichos resultados,
ademas de permitirnos evaluar el efecto de estas células sobre la poblacién
enddgena de DCs en los ratones BWF1.

En resumen observamos que las DCs participan principalmente promoviendo
una respuesta humoral y en segundo grado una respuesta dependiente de LT
durante el desgrrolto del lupus, permitiendo esclarecer su rol protagénico en la

iniciacion de esta enfermedad autoinmune.
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6. RESUMEN DE RESULTADOS

o Ratones IGpicos presentan un aumento de las DCs en el bazo, principalmente
de la poblacion pDC caracterizada como CCR9 PDCA-1"SiglecH CD9*, la cual
posee un alto estado de activacion y seria aquella responsable de secretar IFN-
a. A su vez observamos que durante el desarrollo del [upus las DCs aumentan
su migracion hacia los érganos linfoides acumulandose en éstos probablemente
debido a una mayor resistencia a la apoptosis, a cambios en la expresién de

receptores de quimioquinas y al microambiente estromal.

o Durante el desarrollo del lupus cDC y pDC de la periferia aumentan su
migracién hacia el timo donde, debido a cambios fenotipicos y funcionales
pierden su capacidad de regular la proliferacion de LTreg permitiendo su
expansion en desmedro de la pérdida de LT DP aiterando asf la homeostasis

timica.

o Las DCs cumplen un rol gatillante en el LES al inducir la produccion de
autoanticuerpos en ratones BWF1 previamente sanos. Observamos que estas
participan directa e indirectamente en la activacién y diferenciacién de LB y LT
ademas de autorregular la proliferacién y activacion de las DCs. En conjunto
todos estos resultados demuestran que las DCs de ratones ltipicos promueven
el desarrollo de autoinmunidad en ratones BWF1, principalmente a nivel de la

respuesta humoral por parte de los LB.
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7. CONCLUSION

En conjunto, nuestros resultados indican que durante el desarrollo del lupus
existe un trafico aberrante de las células dendriticas (DCs) hacia distintos érganos
promoviendo asi la pérdida de la homeostasis celular e induciendo autoinmunidad
de manera sistémica. La acumulacién de las DCs en los 6rganos linfoides, en
particular en el bazo, en conjunto con su estado de hiperactivacién les permitiria
inducir ia activacion tanto de LT como LB gatillando asi una respuesta humoral
exacerbada caracterizada por la produccion de altos niveles de auto-anticuerpos.
Por otro lado su migracién desregulada hacia el timo, drgano encargado de
mantener la tolerancia central del organismo, estaria involucrada con la pérdida de
mecanismos de seleccién negativa y el aumento anormal de LTreg, aumento que
puede ser considerado como un mecanismo compensatorio del organismo en su
busqueda de restablecer ia tolerancia. Finalmente concluimos que las DCs son

protagonistas claves en la iniciacion, desarrollo y mantencion del LES.
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