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RESUMEN

El lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad autoinmune de
etiologia desconocida que se caracteriza por la activacion de linfocitos Ty B
auto-reactivos, la produccién de auto-anticuerpos y la deposicion de complejos
inmunes causando dafio en diversos tejidos. Actualmente se reconoce al LES
como un conjunto diverso de sintomas en la que factores de tipo ambiental,
hormonal, epigenético e inmunoregulatorio actian de manera conjunta
causando la activacién del sistema inmune de manera desregulada. Los
linfocitos B juegan un rol critico en el desarrollo de la patologia del LES.
Ademas de la produccion de auto-anticuerpos, se ha descrito que los linfocitos
B poseen la capacidad de producir citoquinas y de presentar antigenos, lo que
junto a la expresién dual de receptor para el antigeno de los linfocitos B (BCR) vy
receptores de tipo toll (TLR), les permite participar tanto en la inmunidad innata
como en la inmunidad adaptable. Esto sugiere que la interaccioén entre los LB y
distintas poblaciones celulares afecta al desarrollo de la respuesta inmune.
Especificamente se ha descrito que en modelos murinos de LES, la deplecion
de LB tiene un rol dual tanto protector como patogénico. En el presente estudio
se propuso estudiar la funcionalidad de los LB durante el desarrolio de! lupus,
con especial atencién en distintas subpoblaciones y al efecto generado por la
activacion mediante TLRs. Ademas se estudio in vivo el efecto de las células
dendriticas (DC), células de gran relevancia en el desarrolio del LES, sobre los

LB y su participacién en el desarrollo de la enfermedad. En el modelo murino
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de LES estudiado se encontraron claras alteraciones de los linfocitos B en el
bazo en cuanto a su distribucién poblacional y la produccién de citoquinas. En
el timo, se encontrd un fuerte aumento de la poblacion de linfocitos B en ratones
lapicos la que presenta alteraciones en su distribucién poblacional y fenotipo, lo
que se sugiere podria estar vinculado a una alteracién en su funcién en la
seleccion negativa de timoc':tos, proceso altamente relevante en el
establecimiento de tolerancia central. Finalmente, el tratamiento con células
dendriticas de bazo de ratonels lipicos genera cambios importantes en el
fenotipo y la distribucion poblacional en los linfocitos B de ratones preltpicos,
efecto que no se observa al tratar con células dendriticas provenientes de bazo

|
de ratones controles. i
i
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ABSTRACT

Systemic lupus erythematosus (SLE) is an autoimmune disease of
unknown etiology characterized by the activation of autoreactive T and B cells,
autoantibody production and immune complex deposition in various tissues
causing damage. LES is currently recognized as a different set of symptoms in
which environmental, hormonal, epigenetic and immunoregulatory factors
acting together cause a dysregulated activation of the immune system. B cells
play a critical role in the development of SLE. Besides the production of auto-
antibodies, it has been described that B cells have the ability to produce
cytokines and present antigens, which along with the dual expression of B cell
receptor ( BCR ) and toll-like receptors (TLR ) allows them io participate in both
innate and adaptive immunity. This suggests that the interaction between the
different cell populations and B cells affects the development of the immune
response. Specifically as described in murine models of SLE, B cell depletion
has shown that these population has a dual role both being pathogenic and
protector. In the present work we aimed to study the functionality of B cells
during the development of SLE, focusing on different subpopulations and the
effect generated by activating TLRs. We also studied the effect of DC in vivo, a
cell population of great importance in the development of SLE, over B cells and
their participation in the development of the disease. In the mouse medel of LES
studied, spleen B cells alterations, either in their subpopulations distribution and

cytokine production, were found. In the thymus, we found a strong increase in
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the population of B lymphocytes in lupic mice which presented alterations in
subpopulations distribution and phenotype, which suggests could be linked to an
alteration in its role during negative selection of thymocytes, process highly
relevant in establishing central tolerance. Finally, treatment with spleen dendritic
cells from lupus mice generated significant changes in the phenotype and
subpopulation distribution of B cells from prelupic mice, this effect was not

observed when treating with spleen dendritic cells from control mice.
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1. INTRODUCCION

1.1.LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO

El lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad crénica de
efiologia desconocida muy dificil de diagnosticar debido a la alta variabilidad de
sintomas que esta presenta. La vision actual del LES es que se trata de un
grupo heterogéneo de sintomas, en la que los factores ambientales,
hormonales, epigenéticos e inmunoregulatorios actlian de manera conjunta ya
sea secuencialmente o simuitaneamente sobre el sistema inmune. La accidn
de estos factores resulta en la generacién de auto-anticuerpos, complejos
inmunes, LT y LB auto-reactivos y citoquinas inflamatorias que inician y
amplifican la inflamacién y el dafioc a numerosos érganos blanco como el rifdn,

la pie!, los puimones, el cerebro y el corazén (Tsokos y col., 2011).

1.2. AUTOANTICUERPOS Y LUPUS

El LES es una enfermedad autoinmune que se caracteriza por la
produccion de un amplio especiro de anticuerpos producidos por la activacion
de los LB auto-reactivos que reconocen auto-antigenos principaimente de
origen nuclear como nucleosémas, ssADN, dsADN o cuerpos apoptoticos.
(Marks y col., 2012) La generacion de estos auto-anticuerpos desemboca en la

produccion de un alto nimero de complejos inmunes los cuales se depositan en




diversos organos generando inflamacién y dafio tisular.

En particular, los Anticuerpos dirigidos contra componentes nucleares
(ANAs) como nucleosémas (anti-ADN, anti histonas, anti-DNP o complejo DNA-
histona), proteinas no histonas asociadas al ADN (anticentrémero, anti-Scl70,
anti Ku, antilaminas nucleares, anti-HMG, anti-PCNA y otros), proteinas no
histonas asociadas al ARN (anti-Sm, anti-RNP, anti-Ro, anti-La, anti-Jo-1 y
otros) y dirigidos contra nucléolos son los principalmente enconirados en
pacientes con autoinmunidad. Aunque un alto porcentaje de los pacientes
diagnosticados con LES presentan ANA en el suero, estos no son especificos
de esta patologia pues pacientes diagnosticados con ofras enfermedades
autoinmunes tambien presentan ANAs en su sangre. La especificidad de los
ANAs encontrados en el LES son principalmente dsADN, ssADN, Sm, Ro, la,
cromatina e histonas. En general, los titulos de los auto-anticuerpos no se
correlacionan con la enfermedad, excepto los anticuerpos anti-dsADN,

sugiriendo un rol patogénico para ellos (Marks y col., 2012).

1.3. LINFOCITOS B Y LUPUS

Histéricamente se ha asociado al LES con los LB debido a que en gran
parte del dafio tisular observado en esta patologia se debe al deposito de
complejos inmunes generados por la activacién de LB auto-reactivos y por
consiguiente al desarrollo de auto-anticuerpos que forman parte de estos

complejos. De hecho, estudios en modelos murinos donde se ha eliminado la




poblacién de LB utilizando herramientas genéticas en ratones con
predisposicién genética a desarrollar sintomas asociados al LES jamas
presentaron vasculitis ni dafio renal a diferencia de aquellos que poseian LB
(Shlomchik y col, 1994). Sin embargo, estudios posteriores en modelos
murinos demostraron que incluso en ratones con predisposicion genética a
desarrollar sintomas de LES, donde los LB son incapaces de generar
anticuerpos, existe dafio renal generado principalmente por la infiltraciéon de LT
en los tejidos (Chan y col, 1999). Esto sugiere que los LB no serian meros
productores de auto-anticuerpos y que su aporte en el desarrollo de esta
patologia también podria estar vinculada a su rol como célula presentadora de
antigeno (APC), especificamente donde LB auto-reactivos podrian activar LT
auto-reactivos, o como productores de diversas citoquinas. (Ohl y col.
2011)(Lund, 2008)

Diversas alteraciones de los LB se observa tanto en pacientes como en
modeios murinos de LES. A partir de estudios en modelos murinos se
determiné que existe un aumento de los LB de la zona marginal (MZB) durante
el desarrollo del LES. En humanos los MZB se encuentran en el bazo y en la
circulacién sanguinea sin embargo en ratones su localizacion esta restringida al
bazo (Steinger y col. 2008). Los MZB se encuentran en el seno de la zona
marginal en el bazo por donde primero pasa la circulacion sanguinea al
ingresar, es por esto que los MZB son los primeros en capturar antigenos que
se encuentran en la circulacion sanguinea. Una vez activados los MZB migran

hacia el foliculo donde pueden presentar estos antigenos a LT CD4+




activandolos, los que a su vez activan LB foliculares o pueden recibir ayuda de
LT foliculares diferenciandose hacia células plasmaticas por tanto induciendo la
produccion de anticuerpos (Sang y col., 2013). Los MZB presentan una baja
afinidad por auto-antigenos, sin embargo como se encuentran aumentados en
estados de autoinmunidad se sugiere podrian cooperar con el desarrollo de la
patologia, esto pues en modelos murinos de LES se ha visto se encuentran
expandidos, més activados y con capacidad de generar anticuerpos anti-
dsADN. (Wither y col. 2000)(Zeng y col., 2000)

Otra subpoblacion que presenta alteraciones son los LB de memoria. En
pacientes con LES activo se ha observado un incremento en la poblacion de LB
de memoria CD27+ en proporcion a otras subpoblaciones. Interesantemente
esta subpoblacion pareciera ser mas resistente a tratamientos de deplecion de
LB, probablemente debido a su baja proliferacion (Jacobi vy col., 2003)
(Odendahl y col., 2000). En modelos murinos, el estudio de los LB de memoria
es mas complejo que en humanos debido a la carencia de marcadores que
permitan su facil identificacién. Recientemente varias publicaciones han
demostrado la existencia de otro subtipo de memoria de tipo IgM mientras la
clasica usualmente habia sido descrita del tipo IgG. (Pape y col., 2011)(Dogan y
col., 2009). Asi se describid que los LB de memoria de tipo 1gG se originan en
su mayoria a través de los ceniros germinales y dan origen a celulas
plasmaticas de vida corta. En cambio los LB de memoria IgM pueden originarse
tanto de manera dependiente como independiente del centro germinal. En

cuanto a su funcién en el establecimiento de memoria inmunolégica, los LB de




memoria IgM presentarian niveles de afinidad mas bajos que aquelios LB de
memoria IgG causando que sean estos dltimos los que respondan en
situaciones donde la concentracidon de antigenos es alta diferencidndose hacia
células plasmaticas (PC). Una vez que esta concentracién disminuye se sugiere
serian los LB de memoria IgM los responsables de activarse y ya sea
diferenciarse hacia célula productora de IgM o reingresar a los centros
germinales realizando cambio de clase hacia igG (Taylor y col., 2012). Aun
existe controversia acerca de la existencia de este tipo de memoria en
hurnanos, puesto que el sistema murino no es una fiel copia del humano, sin
embargo existe evidencia que sugiere fuertemente la existencia de LB IgM de
memoria en humanos (Reynaud y col., 2012). Ain queda por definir que rol
cumplirian estas células en el desarrollo de las enfermedades autoinmunes
donde precisamente la concentracion de auto-antigenos suele ser baja.

Una de las alteraciones mas claras y que presentan relacion directa con
el desarrollo de la patclogia tanto en pacientes como modelos murinos de LES
es el aumento en las células plasmaticas (Jacobi y col., 2003). En modelos
murinos se ha observado la acumulacién de PC tanto en los rifiones (Starke y
col., 2011) (Cassese y col., 2001) como en la médula 6sea (Mumtaz y col.,
2012).

En la actualidad varios estudios han demostrado que los LB poseerian
roles efectores o regulatorios, participando no solo en fenémenos de
autoinmunidad sino también de tolerancia {Lund y col., 2010). En particular,

recientemente varios estudios en modelos murinos han demostrado la



existencia de una sub-poblacién de LB denominada LB reguladores debido a
que poseen una alta capacidad supresora mediada principalmente por la
produccién de IL-10. Esta sub-poblacién se encuentra en e! bazo siendo
aproximadamente un 2-3% y sus principales marcadores son la expresion de
CD1d y CD5 (Yanaba y col., 2008). Numerosos estudios han demostrado la
capacidad supresora de esta poblacion in vivo en modelos de colitis, EAE,
artritis y otras enfermedades (Yoshizaki y col., 2012} (Yang y col. 2012)
(Horikawa y col., 2012) (Yanaba y col.,, 2011). En ratones con predisposicion
genética a presentar sintomas de LES esta poblacion se encuentra expandida
en el bazo presentado una alta produccién de IL-10, lo que sugiere que
fenémenos autoinmunes causan la expansion de esta poblacion (Yanaba y col.,
2009). En relacién a esto Gitimo dos grupos de investigacion publicaron el
efecto de la deplecion de LB, uno utilizando herramientas genéticas y otra
mediante de la utilizacién de un anticuerpo, en ratones con predisposicion
genética a desarrollar sintomas de LES. Los resultados obtenidos demostraron
que los LB tienen un rol tanto patogénico como protector en el desarrollo del
LES en estos ratones, particularmente la deplecion de la poblacion de LB
reguladores pareciera acelerar el desarrollo de los sintomas. (Watanabe y col.,
2010)(Haas y col., 2009)

En humanos, se ha descrito que existe una poblacién de LB con
similares caracteristicas supresoras a las descritas para la poblacion de LB
reguladores murinos. Esta poblacién de LB expresa los marcadores CD19,

CD24 y CD38, e inhiben la proliferacién de LT asi como la diferenciaciéon de LT
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virgenes hacia Th1 y Th17 probablemente mediante la produccién de IL-10.
(Flores-Borja y col., 2013). En pacientes con LES, se ha detectado que esta
poblacién produce menores niveles de IL-10 y carece de funciones supresoras
(Blair y col., 2010)

Otra sub-poblacién de LB que se ha visto presenta capacidad regulatoria
son los LB B-1 provenientes de la cavidad peritoneal. Los LB B- 1 son los
principales productores de anticuerpos naturales y participan en mantener la
homeostasis de los tejidos, asi como en la defensa frente a patégenos en las
mucosas. Los LB B-1 se caracterizan por expresar un BCR altamente poli
especifico ya sea tanto a antigenos propios como a antigenos de origen
microbiano  (Baumgarth, 2011). Estudios recientes han demostrado la
capacidad de esta sub-poblacion de inhibir la produccién de IFN-y por parte de
los LT CD4+, tanto in vitro como in vivo evitando el desarrollo de colitis
mediante este mismo mecanismo (Margry y col., 2013) (Maseda y col., 2013).

En el modelo murino NZB/W se ha observado que la poblacién de LB B-1
esta presente en porcentajes mucho mayores en érganos como el bazo y otros
linfonodos (Hayakawa y col. 1983)(Xu y col, 2004)(Mohan y col, 1998). Este
aumento, segin estudios realizados por el grupo de Matsushima seria
ocasionado por una falla en la capacidad de homing de estas células en los
ratones con predisposicion genética a desarrollar LES, lo que causaria que los
LB B-1 no permanecieran en la cavidad peritoneal como ocurre en ratones
normales y migraran hacia otros érganos como el bazo, el timo, etc. (Ishikawa y

Matsushima, 2007). Esta migracion tendria un impacto relevante en el




establecimiento de tolerancia en estos ratones, pues ellos sugieren que los LB
B-1 que migran al timo son capaces de interactuar con los LT que estan siendo
seleccionados permitiendo la activacién de LT auto reactivos y su posterior
salida a la periferia {Ishikawa y Matsushima, 2007). Ademas de participar en la
seleccion de LT auto-reactivos, otro estudio demostré que los LB B-1 que salen
de la cavidad peritoneal en su mayoria expresando IgM realizan cambio de
clase y comienzan a expresar IgG (Enghard y col. 2010). En este sentido
existen ciertas discrepancias con respecto al rol que tendrian los LB B-1 en el
desarrollo del LES. Debido a su alta poli reactividad hacia antigenos propios se
ha sugerido que si estas células realizaran cambio de clase hacia IgG podrian
convertirse en una fuente de auto-anticuerpos. Sin embargo aunque existen
estudios que mencionan este hecho como el del grupo de Enghard, otros donde
se ha analizado la capacidad produciora de auto-anticuerpos de LB CD5+ de
pacientes con LES han descartado esta idea sugiriendo que solo los LB CD5-
poseen la capacidad de producir auto-anticuerpos de alta afinidad IgG (Casali y
col., 1989). Como ocurre con la sub-poblacién de LB reguladores, suelen existir
diferencias entre lo que se observa en ratones con [0 que se encuentra descrito
en humanos. Recientemente estudios en humanos han demostrado la
existencia de LB B-1 en humanos que expresan otros marcadores distintos que
en ratones. Esta poblacién se encuenira expandida en pacientes con LES y
presentaria mayores niveles de activacion y capacidad de activar LT

aloreactivos (Griffin y col., 2011).



1.4. LINFOCITOS B, LUPUS E INFECCIONES

El sistema inmune es el encargado de defender al organismo de diversos
patégenos mientras al mismo tiempo se encarga de mantener la tolerancia
frente a aquello inocuo. Durante el funcionamiento de este sistema tan complejo
a veces ocurren situaciones en los que este fino equilibrio se rompe y como
consecuencia ocurren fenémenos de autoinmunidad o inmunodeficiencia.
Dentro de estas situaciones el impacto de las infecciones en el desarrollo de la
autoinmunidad pareciera tener un rol importante. En enfermedades tan
complejas como él LES, se ha sugerido que la amplia diversidad de sintomas
estaria vinculado a la presencia de distintos agentes infecciosos. Es asi como
altos titulos de anticuerpos IgM contra rubella han sido asociados con psicosis o
depresion mientras que altos titulos de anticuerpos contra el virus Epstein-Barr
han sido correlacionados con erupciones démmicas y dolor articular pero no con
alteraciones renales o psiquicas (Zandman-Goddard y col., 2008) (Zandman-
Goddard y col., 2009). Ademas en modelos murinos de LES se ha logrado
demostrar que tanto la inyeccién de LPS, un componente bacteriano, asi como
otras infecciones son capaces de acelerar o gatillar el desarrollo de la
enfermedad (Deng y col., 2008) (Ka y col.,, 2007). A pesar de que existe
evidencia que apoya el rol negativo de las infecciones en el desarrollo de
enfermedades autoinmunes, en 1988 Strachan acuii6 el concepio de la “Teoria
de la higiene”, en la que propone que el aumento de las enfermedades

autoinmunes en el mundo occidental ocurrido durante las Ultimas décadas se



debe en parte a una baja en las enfermedades infecciosas y la mejoria en las
condiciones de higiene (Stratchan, 1989). Lamentablemente la mayoria de la
evidencia al respecto se basa en estudios epidemiolégicos retrospectivos o en
estudios experimentales con modelos animales. Un ejemplo gue apoya esta
teoria fue demostrado en la infeccion con helmintos Schistosoma mansoni o
con virus de coxsackie la cual previene el desarrollo de diabetes en ratones con
predisposicidn genética (Tracy y col, 2002) (Zaccone y col., 2003).

A diferencia de otras células del sistema inmune los LB expresan tanto
un receptor antigeno especifico (BCR) y receptores de tipo Toll (TLR). La
activacion dual de estos receptores permite regular las respuestas realizadas
por los LB creando directamente un vinculo entre respuestas inmune innatas y
respuestas inmunes adaptables (Rawlings y col. 2012). Los TLRs son un
subtipo de receptores comunmente denominados receptores de reconocimiento
de patégenos (PRRs, debido a su sigla en inglés), los que usualmente estan
expresados en las células que participan en a la inmunidad innata. Su rol es
detectar la presencia de infeccion mediante el reconocimiento de patrones
moleculares asociados a patégenos (PAMPs, debido a su sigla en inglés) que
estan presentes en organismos microbianos pero ausentes en las células
eucariotas (Janeway, 2001). Los TLRs son glicoproteinas de transmembrana de
tipo | que consisten de un dominio extracelular con motivos ricos en repetidos
de leucina (LRR) y un dominio Toll/Interleuquina-1R que contribuye a la

sefalizacion citoplasmatica (Booth y col., 2011). Al menos 13 tipos de TLR han
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sido descritos en células de mamiferos, con distintas localizaciones sub-

celulares como se muestra en la Figura 1.
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Figura 1. Localizacién sub-celular y especificidad de los distintos TLRs (Anders y col., 2005)

Ademas de reconocer material genético de origen viral o bacteriano, los
TLRs endosomales TLR3, TLR7/8 y TLR9 son fambién capaces de detectar
acidos nucléicos propios. La conexién entre estos receptores y el LES se
origina principalmente a través de resultados obtenidos en modelos murinos
donde se ha reportado que TLR9 y TLR7 en los LB tendrian roles relevantes en
la proteccién y desarrollo de la patologia (Desnues y col. 2014) (Teichmann y
col., 2013) (Koh y col., 2013) (Hwang y col., 2012) (Lenert y col., 2005) (Ehlers y

col., 2006).

11



1.5. LINFOCITOS B TIMICOS

Como ya se mencion, los LB poseen varios mecanismos para mantener
la tolerancia a nivel periférico. Sin embargo existe otro mecanismo fundamental
para lograr el establecimiento de la tolerancia y ese ocurre en el timo. En primer
lugar en la corteza del timo ocurre la seleccién positiva de timocitos gracias a
las células epiteliales timicas ricas en la expresion de moléculas de
histocompatibilidad (MHC) las cuales permiten la seleccion de aquellos clones
que reconocen estas moléculas mediante su TCR. En segundo lugar los
timocitos seleccionados migran hacia la médula del timo donde ocurre la
seleccion negativa en la que participan diversos tipos de APC. Estas células
presentan péptidos propios en las moléculas MHC a los linfocitos T los cuales
son reconocidos con distintas afinidades. Los LT que reconocen antigenos con
alta afinidad son eliminados (Klein y col., 2009). Varios tipos de APC poseen la
capacidad de presentar antigenos a los timocitos y causar la delecion de clones
CD4+, entre ellas las DCs residentes y migratorias, los macréfagos y los LB
(Guerri y col., 2013). En el timo existe una pequefia poblacion de LB cuyo
origen no es claro pudiendo tratarse de LB que migran desde la periferia o LB
que se desarrollan en el timo a partir de progenitores (Akashi y col., 2000) (Mori
y col., 1897) (Ceredig, 2002).

Los LB en el timo se ubican en la zona limitrofe entre el cortex y la
médula, lugar donde ocurre principalmente la selecciéon negativa por lo que se

ha propuesto que las APC presentes en este territorio estarian involucradas en
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este proceso (Akirav y col., 2011) (Frommer y col., 2010) (Ferrero y col., 1999).
Un estudio reciente sugiere que los LB tendrian la capacidad de capturar una
amplia diversidad de auto-antigenos mediante su BCR, procesarlos y
presentarlos posteriormente a los timocitos realizando la seleccién negativa de
estos (Perera y col., 2013). Otros resultados sugieren que los LB estarian
asociados a la generacién de linfocitos T reguladores timicos o inducidos en la
periferia (Morlachi y col., 2011) (Walters y col., 2014).

En condiciones normales se sabe que los LB estan presentes en muy
baja proporcién en el timo lo que aumenta levemente con la edad, con
porcentajes en ratones que no superan el 1-2% (Miyama-Inaba y col., 1988).
Sin embargo en condiciones favorables al desarrollo de una enfermedad
autoinmune este porcentaje aumenta considerablemente (Farifias y col. 1990)
(Dumont y col. 1983).Como ya se menciond, en el caso del modelo murino de
lupus BWF1, existe una migracién alterada de LB B-1 hacia otros organos
abandonando la cavidad peritoneal. Los LB B-1 llegan al timo donde se sugiere
podrian activar LT auto reactivos cooperando con el desarrollo de la patologia
autoinmune (Ishikawa y Matsushima, 2007). En modelos murinos de miastenia
gravis, una enfermedad neuromuscular autoinmune caracterizada por el
desarrollo de auto-anticuerpos contra el receptor de acetil-colina, sugieren que
el IFN-B y SDF-1 participan en el reclutamiento de LB hacia el timo (Cufi y col.,
2013) (Weiss y col., 2013). En relacién a la migracion de LB hacia el timo, se ha
observado que los fenémenos inflamatorios mediarian esta migracion hacia el

timo (Hodge y col., 2012).
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1.6. LINFOCITOS B Y CELULAS DENDRITICAS

Las células dendriticas (DC) son una poblacién heterogénea de células
que juegan un rol trascendental en la iniciacién y regulacion tanto de las
respuestas inmunes innatas como adaptable (Steinman y col., 2010). Las
células dendriticas convencionales (cDC) y plasmocitoides (pDC) representan
las dos principales subpoblaciones de DC. Por una parte, las cDC se
caracterizan por expresar elevados niveles de la integrina CD11c y presentar
una alta capacidad de estimular fuertemente la respuesta inmune adaptable.
Por otra parte, las pDC se caracterizan por expresar menores niveles de
CD11c, expresar ademas B220 (CD45R), CD317(PDCA-1) y secretar elevados
niveles de la citoquina IFN-a cuando reconocen secuencias de DNA de virus o
bacterias (Reizis et al, 2011).

Se ha descrito a las DC como vigilantes de la periferia donde
continuamente capturan antigenos lo que son procesados y presentados en su
superficie en el contexio de moléculas de MHC I1. Sefiales de inflamacion o
infecciéon causan la maduracidn y migracién de las DC hacia los linfonodos
donde presentan antigenos a los linfocitos T causando la diferenciacion y
activacion a distintos tipos de LT helper o LT regulador (Banchereau y col.,
2000). Sin embargo las DC no solo interacttian con LT sino que también con LB
ayudando por ejemplo a la diferenciacién hacia células plasmaticas (Jego y
col.,2003) (Poeck y col., 2004) (Jorgensen y col., 2010), al cambio de isotipo

hacia IgA (Fayette y col., 1997), a proliferar y secretar IgG (Shaw y col., 2010),
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a inducir la produccién de IL-10 por parte de los LB (Parcina y col., 2013) yala
transferencia de antigenos no procesados iniciando una respuesta humoral
(Wykes y col., 1998). En los ultimos afios, se han descrito roles adicionales para
los LB ademas de la produccion de anticuerpos. Se ha descrito que la
interaccién entre LB-DC no solo tiene un efecto sobre los LB, sino también
sobre las DC afectando su funcién y maduracion (Morva y col, 2012),
regulando la produccién de IL-12 por parte de las DC (Moulin y col., 2000) y la
produccién de IFN-a por parte de pDC (Berggren y col., 2012). Recientes
publicaciones han establecido un vinculo entre los LB, las pDC y los neutréfilos
en patologias como la diabetes y el LES sugiriendo que el efecto combinado de
estas tres poblaciones seria de gran importancia en el desarrollo de estas

enfermedades autoinmunes (Diana y col.,2013) (Lande y col., 2011).

1.7. MODELO MURINO BWF1

Los modelos murinos para la enfermedad LES son una herramienta
fundamental y los més estudiados son la cepa MRL/lpr, la cepa BXSB/Yaa y la
primera generacién proveniente del cruzamiento entre las cepas New Zealand
Black (NZB) y New Zealand White (NZW) que se denomina BWF1 los que
desarrollan espontaneamente sintomas asociados al LES. Ademas es posible
inducir lupus en una cepa endogamica luego de la estimulacion con el alcano

terpenoide pristano. Todos estos modelos presentan distintos sintomas de la
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enfermedad producida en humanos, como produccion de auto-anticuerpos,
activacion linfoide, hiperplasia y nefritis.

Para el desarrollo de este trabajo se utilizé el modelo BWF1, donde las
cepas parentales NZW y NZB muestran pocas caracteristicas de
autoinmunidad, mientras que las hembras BWF1 desarrollan varios de los
sintomas presentes en el LES. Los hembras BWF1 desarrollan
espontaneamente, en un periodo relativo entre 6 a 10 meses de edad, una
enfermedad autoinmune caracterizada por la alta produccion de anticuerpos
antinucleares (ANAs) en el suero (incluyendo anti-dsADN IgG cuya mayoria es
IgG2a e 1gG3) y por el desarrollo de una glomerulonefritis fatal mediada por
complejos inmunes que deriva finalmente en una falla renal y muerte a los 10-
12 meses de edad (Perry y col.,, 2011). Se considera que la cepa BWF1 es el
modelo que mejor replica los sintomas observados durante la enfermedad del
lupus en humanos. Sin embargo, a diferencia de los pacientes con LES y los
modelos MRL/Ipr y BXSB/Yaa, los ratones BWF1 carecen de auto-anticuerpos

contra ARN (Perry y col., 2011).

2. HIPOTESIS

Los linfocitos B poseen alteraciones que afectan la interaccién con otras
subpoblaciones celulares incidiendo en el desarrollo del lupus eritematoso

sistémico.
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3. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar distintas subpoblaciones de linfocitos B en el modelo murino
de lupus BWF1 y analizar su rol en distintos aspectos del desarrollo de la

enfermedad.

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

) Caracterizar la poblacion de linfocitos B tanto de ratones Iipicos,
prelipicos y controles. Estudiar las poblaciones de linfocitos B de memoria y

reguladoras.

. Evaluar in vitro el efecto de distintos ligandos TLR en las distintas
poblaciones de LB, mediante la produccion de citoquinas y expresion de

moléculas de activacion.

. Analizar el efecto de la interaccidon entre células dendriticas y linfocitos B
in vivo. Estudiar el efecto de introducir células dendriticas provenientes de

ratones l(picos sobre linfocitos B de ratones prelGpicos.
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4. MATERIALES Y METODOS

. Animales

Ratones hembras BWF1 y NZWr/lac) se obtuvieron de Jackson
Laboratory (Bar Harbor, USA). Para los experimentos se utilizaron ratones
BWF1 de 3-4 meses de edad denominados prellpicos para los efectos de esta
tesis debido a que no poseen ningin sintoma de la enfermedad y ratones
BWF1 de entre 7-10 meses de edad que se denominaron lGpicos, los cuales
producen anticuerpos anti-dsADN y presentan dario renal con altos niveles de
proteinas en la orina (proteinuria de 500mg/dL). Como ratones controles se
utilizaron hembras de la cruza de las cepas de ratones NZW x Balb/c y hembras
Balb/c de las mismas edades de los ratones tanto prelipicos (controles jovenes)
como ldpicos (controles viejos). Todos los ratones se mantuvieron bajo
condiciones de esterilidad, con aire filtrado y comida autoclavada, en el bioterio
de la Fundacién Ciencia para la vida (Santiago, Chile). Los animales se

sacrificaron mediante la exposicion a didxido de carbono.

. ELISA para la deteccién de anticuerpos anti-DNA de doble hebra.
Se utilizaron placas de 96 pocillos de fondo plano (Nalgene Nunc

International, USA) recubiertas con 61ng de DNA de timo de cabra (SIGMA,

USA) por pozo disuelto en buffer SSC (NaCl 0,15M, citrato de sodio 0,015M

pH=8). Se incubaron por 18 horas a 37°C y se lavaron tres veces con PBS-
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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 solucion de
PBS-Tween 0,05%. Posteriormente se agregaron los sueros de los ratones
1/250 en PBS-Tween 0,05% y se incubaron por 1 hora a temperatura ambiente.
Las placas se lavaron tres veces con PBS-Tween 0,05% y se incubaron por 1
hora a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario hecho en cabra anfi-
lgG de ratén conjugado a HRP (DAKO, USA) diluido 1/2000 en PBS-Tween
0,05%. Por altimo, las placas se lavaron 5 veces con PBS-Tween 0,05% y se
agregaron 100pl por pozo del susirato proveniente del kit TMB Substrate
Reagent Set (BD Bioscience, USA). La reaccién se detuvo usando 50ul de una
solucién 1M de H3PO4 (Merk,USA) y se leyeron las densidades dpticas en un

espectrofotémetro (JENWAY, UK).

e Anticuerpos y reactivos

Se usaron los siguientes anticuerpos monoclonales comerciales
adquiridos en BD Biosciences: IAd FITC clon AMS-32.1, IAd purificado clon 34-
5-3, IgD FITC clon 11-26c.2a, CD79b FITC clon HM79b. Anticuerpos adquiridos
en eBiosciences: CD11c PE clon N418, CD19 APC-eFluor 780 clon 1D3,
CD274 PE clon MIH5, CD273 PE clon TY25, Siglec G APC clon SH2.1, GL7
eFluor 660 clon GL7, CD5 PECY7 clon 53-7.3, CD40 APC clon 1C10, Foxp3
PECy7 clon FJK-18s, CD25 APC clon PC61.5. Anticuerpos adquiridos en

Biolegend: 1L10 PE clon JES-516E3, CD11¢ FITC clon N418, IgM PECY7 clon
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RMM-1, CD138 PE clon 281-2, CD45R/B220 APC clon RA3-6B2, CD1d Alexa
Fluor 647 clon 1B1, CD19 FITC clon 6D5, CD4 PE clon RM4-5. Para determinar
viabilidad se utilizo Fixable Viability Dye eFluor® 780 (ebioscience) o Pl (Sigma
Aldrich, USA). Para la activacion de linfocitos T se utilizo el anticuerpo
purificado CD3 clon 145-2C11 adquirido en eBiosciences. Para el ensayo de

migracién de utilizé Cell Trace Violet cell proliferation kit (Molecular Probes).

. Inmunofluorescencia

Las células de bazo y timo, se incubaron por 15 minutos con anti-
CD16/CD32 dilucion 1/400 (clon 2.4G2, BD Biosciences) para bloquear el
receptor Fc. Completado este tiempo las células se lavaron con PBS-FCS 2% y
se centrifugaron a 600 x g por 7 min. Posteriormente, las células se incubaron
con las correspondientes combinaciones de los anticuerpos diluidos en PBS-
FCS 2% durante 20 minutos a 4°C. Enseguida las células se lavaron con
PBS+FCS 2%, se centrifugaron a 600 x g durante 7 minutos a 4°C y el pellet de
células se resuspendié en aproximadamente 300 ul de PBS+FCS 2% para
luego ser analizadas en un citometro de flujo FACS Canto Il (BD Bioscience,
USA). Los anélisis de los datos se realizaron utilizando los programas FACS

Diva (BD Biosciences) y FlowJo (TreeStar).
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. Deteccion intracelular de Foxp3 y de IL-10

Para el marcaje intracelular del factor transcripcional FoxP3, luego del
marcaje de superficie antes descrito, las células se resuspendieron a una
concentracién de 1x10% células/ml en 300 pi de la solucion de
filacion/permeabilizacion (eBioscience) y se incubé durante 30 minutos. Luego
las células se lavaron con 700 pl de buffer de permeabilizacion y se
centrifugaron a 700 g por 8 minutos a 4°C. Se agregé a cada tubo 50 i del
anticuerpo correspondiente; anti-Foxp3 (eBioscience), o el control de isotipo (rat
IgG2a k, eBioscience) diluidos en buffer de permeabilizacion y se incubd por 30
minutos en oscuridad a 4°C. Posteriormente se lavaron las células con 700 pl
del buffer de permeabilizacién y se centrifugaron a 700 g por 7 minutos a 4°C.
Finalmente se resuspendieron en PBS+FCS 2% para luego ser analizadas

mediante citometria de flujo.

Para el marcaje intracelular de IL-10 primero se activaron esplenocitos
totales en RPMI+10%FCS (1x10% células/ ml) agregando LPS (10 mg/ml,
Sigma), PMA (50 ng/ml; Sigma), ionomicina (500 ng/ml; Sigma) y Golgi Stop
(BD Biosciences) durante 5 horas a 37°C. Se recuperaron las celulas pasado
este tiempo, se centrifugaron y luego del marcaje de superficie antes descrito,
las células se resuspendieron a una concentracion de 1x10° células/ml en 300
ul de la solucion de cytofix/cytoperm (BD Bioscience) y se incubé durante 20
minutos a 4°C y oscuridad. Luego las células se lavaron con una solucion 1x de

buffer Perm/Wash (BD Biosciences) y se centrifugaron a 700 g por 8 minutos a
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4°C. Se agregé a cada tubo 50 uL de una solucién del anticuerpo IL-10 PE en
buffer Perm\Wash y se incubé por 30 minutos en oscuridad a 4°C,
Posteriormente se lavaron las células con 700 pl del buffer Perm/Wash y se
centrifugaron a 700 g por 8 minutos. Finalmente se resuspendieron en

PBS+FCS 2% para luego ser analizadas mediante citometria de flujo.

. Aislamiento de células de bazo y timo

Las células se obtuvieron a partir de bazo y timo de ratones control,
prellipicos y Wipicos. Los drganos se disgregaron mecénicamente y los tejidos
se pasaron a través de una malla metdlica de 90 pm para eliminar los
agregados celulares. En el caso del bazo, para lisar los glébulos rojos, las
células se resuspendieron en 2 ml de una solucién hipoténica de cloruro de
amonio (NH4CI 0,15M, KHCO3 10mM y Na2EDTA 0,1mM, pH 7,2-7,4) y se
incubaron por 5 minutos a temperatura ambiente. Completado este tiempo, las
células se lavaron una vez con 10 ml de RPMI + 10% FCS y se centrifugaron a
600 g por 7 minutos a 4°C. Las distintas poblaciones celulares se determinaron
mediante inmunofluorescencia y andlisis mediante citometria de flujo. Las
células obtenidas de cada 6rgano se contaron usando una camara de Neubauer
para obtener el nimero total de células promedio recolectadas de cada érgano

para cada uno de los ratones.
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. Purificacién de LB de bazo

El bazo de los diferentes ratones se disgregé mecanicamente y se paso
a través de una malla metalica de 90 pm para eliminar los agregados celulares.
Para lisar los gldbulos rojos, las células se resuspendieron en 2 ml de una
solucién hipoténica de cloruro de amonio (NH4Cl 0,15M, KHCO3 10mM vy
Na2EDTA 0,1mM, pH 7,2-7,4) y se incubaron por 5 minutos a temperatura
ambiente. En seguida, las células se lavaron una vez con 10 ml de RPMI +
10%FCS y se cenfrifugaron a 600 x g por 7 minutos a 4°C. Luego se
resuspendieron a una concentracion de 20 x 108 de células en 40 pL de buffer
de purificacion (PBS, EDTA 2mM, FCS 0,5%) y se incubaron con 10 pl de la
mezcla de anticuerpos del kit de aislamiento de linfocitos B (B cell isolation kit
de Miltenyi Biotec) durante 15 minutos a 4°C con agitacién. Transcurrido este
tiempo se agregaron 30 L de buffer de purificacion por cada 20 x 10° células y
20 uL de las perlas cubiertas con biotina del mismo kit (B cell isolation ki,
Miltenyi biotec). Las células se incubaron 15 minutos mas en oscuridad,
agitacion y a 4°C. Las células se seleccionaron negativamente de acuerdo a
las instrucciones del fabricante utilizando un magneto {(VarioMACS) y columnas

LS (Miltenyi Biotec).

. Purificacion de DCs de bazo
El bazo de los diferentes ratones se disgregd mecanicamente y se

resuspendid en 4,5 ml de RPMI-FCS 10%. Las ceélulas se digirieron en
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presencia de 1mg/ml de colagenasa D (Roche, USA) vy 20 pg/ml de DNAsa
(Sigma, USA), y se incubd durante 1 hora a 37°C con agitacion. Posteriormente,
las células se pasaron a través de una malla metélica de 90 pmy las células se
centrifugaron a 600 x g por 7 minutos. Para lisar los gldbulos rojos, las células
se resuspendieron en 2 ml de una solucién hipoténica de cloruro de amonio
(NH4CI 0,15M, KHCO3 10mM y Na2EDTA 0,1mM, pH 7,2-7,4) y se incubaron
por 5 minutos a temperatura ambiente. En seguida, las celulas se lavaron una
vez con 10 ml de buffer de purificacion (PBS, EDTA 2mM, FCS 5%), se
centrifugaron a 600 x g por 7 minutos y se resuspendieron en 300 pl de buffer
de purificacién por cada 1x108 de células y se incubaron con 30 pl de MACS
anti-CD11c de ratén (clon N418) (Miltenyi Biotec) durante 20 minutos a 4°C con
agitacion. En seguida, las células se lavaron una vez con 10 ml de buffer de
purificacién, 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).

» Aislamiento de diferentes sub-poblaciones celulares mediante cell
sorter

Se realizd la digestién de los bazos o timos de acuerdo al protocolo
previamente descrito. Las células totales del bazo o de timo se marcaron

durante 20 minutos a 4°C en PBS+2% FCS con diferentes combinaciones de
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anticuerpos dependiendo de la poblacion a seleccionar. Para obtener DC de
bazo las células totales fueron depletadas previamente de LT y LB. Para
depletar de LB se incubo el extracto de células totales con el anticuerpo anti-
CD79b FITC (clon HM79b) durante 15 min a 4°C en agitacion. Las células
fueron lavadas y posteriormente incubadas durante 15 min a 4°C, en oscuridad
y agitacién con el anticuerpo secundario anti-Armenian Hamster igG2/3 FITC.
Luego las células fueron lavadas y resuspendidas a una concentracion final de
20x106 cel/mL con medio PBS+2mM EDTA+0,1%BSA. Las células marcadas
fueron incubadas con Dynabeads Goat anti-Mouse IgG durante 30 min a 4°C en
oscuridad y agitacion. Pasado el tiempo de incubacion las células fueron
pasadas por magneto y la fraccién negativa fue recuperada. Posteriormente la
fraccion negativa fue depletada de LT. Para esto se incubd las células con el
anticuerpo anti-CD3 (clon 17A2) durante 15 min a 4°C en agitacion y oscuridad.
Luego las células fueron lavadas y resuspendidas a una concentracion final de
20x10¢ cel/mL con medio PBS+2mM EDTA+0,1%BSA. Las células marcadas
fueron incubadas con Dynabeads Sheep anti-Rat IgG durante 30 min a 4°C en
oscuridad y agitacion. Pasado el tiempo de incubacion las células fueron
pasadas por magneto y la fraccién negativa fue recuperada, la cual fue
posteriormente marcada con los anticuerpos CD79b FITC, CD11¢ PE y B220
PeCy7, para lograr separar mediante cell sorter las células dendriticas. En el
caso de la purificacién de LB, se marcaron los bazos con CD11¢, B220y CD19
recuperando la poblacion CD11c-CD19+B220+. Para la purificacion de APCs

provenientes de timo las muestras se marcaron con CD3 FITC, Cb11 PE y
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CD19 APCeFluor780 recuperando las poblaciones CD11c+ (DC) y CD19+ (LB)
por separado. Las poblaciones celulares se separaron utilizando un cell sorter

FACSAria Il (BD Bioscencies) perteneciente a la Fundacion Ciencia & Vida.

. Activacion LB mediante ligandos de TLR

Para realizar esta activacion se purificaron LB de ratones lupicos o
controles mediante separacién inmunomagnética utilizando el protocolo
previamente descrito. Los LB purificados se resuspendieron a 1x1 08 células por
ml en RPMI+10%FCS+B-Mercaptoetanol (0,05 uM). Se utilizé LPS (E.col)
2ug/ml para activar LB mediante TLR4, CpG-B 2ug/ml para activar LB mediante
TLRS, poly I:C 20ug/ml para activar a través de TLR3 y R848 0,25ug/mi para
activar LB a través de TLR7 todos adquiridos de la empresa Invivogen excepto
LPS que fue adquirido en Sigma. Las células se activaron durante 24 o 48
horas a 37°C y 5% CO2. Cumplido este tiempo las células se marcaron con
distintos anticuerpos de superficie y se analizaron mediante citometria de flujo.
Ademéas se obtuvieron los sobrenadantes de la activacién y se analizd la
presencia de citoquinas mediante citometria de flujo utilizando el BD CBA

Inflammation kit (BD Biosciences)

. Cocultivos de Timocitos y APCs de Timo
Para realizar estos cocultivos se extrajeron timos o bazos de ratones

lupicos los que se disgregaron mecénicamente y se incubaron en presencia de
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1mg/ml de colagenasa D (Roche, USA) y 20 ug/ml de DNAsa (Sigma, USA),
durante 1hr a 37°C con agitacion continua. Posteriormente, las células se
pasaron a través de una malla metalica de 90 um y las células se centrifugaron
a 600 g por 7 minutos a 4°C. Luego de realizar los marcajes necesarios las
muestras fueron purificadas mediante cell sorter para obtener las poblaciones
de LB de timo o bazo. Para la purificaciéon de timocitos, se extrajo timo de
ratones controles NZW/Balb/c de 7 meses. Estos se disgregaron
mecanicamente y se pasaron a través de una malla metalica de 90 pm, iuego
las células se centrifugaron a 600 g por 7 minutos a 4°C. Posteriormente se
incubaron las células a 100x10° cel/ml por 10 minutos en RPMI suplementado
con FCS al 10% y se agregd anti-CD16/CD32 dilucién 1/400 (clon 2.4G2, BD
Biosciences). Una vez transcurrido este tiempo se agregd anti-lIAd (dilucion
1/100) y se incubaron durante 20 minutos mas. Luego las células se lavaron
con RPMI + 10% FCS y se centrifugaron a 600 x g por 7 minutos.

Posteriormente se resuspendieron las células en buffer de purificacion (PBS,

EDTA 2mM, FCS 0,5%) a 125x10° cel/ml y se agreg6é goat anti-mouse 19G
microbeads MACS (Miltenyi Biotec) (20ul por cada 100x10° cel). Se incubaron
las células 20 minutos a 4°C en agitacion continua. Finalmente las células se
lavaron con buffer de purificacion, se centrifugaron a 600 g por 7 minutos a 4°C
y las células se seleccionaron negativamente de acuerdo a las instrucciones del
fabricante utilizando un magneto (VarioMACS) y columnas LS (Miltenyi Biotec).
Los LB de timo o de bazo obtenidos mediante purificacion con Cell Sorter

fueron esterilizados utilizando medio con RPMI+10%FCS suplementado con
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antibidticos (300 U/ml penicilina + 0,3mg/ml estreptomicina). Finalmente se
realizaron co-cultivos utilizando placas de 96 pocillos de fondo redondo y medio
IMDM suplementado con 10% FCS, 0,5pg/mL Fungizona y 0,05 pM B-
mercaptoetanol. Se colocaron 20,000 LB de timo o bazo mas 100,000 timocitos
depletados de APC por pozo en presencia de 1ug/ml de anticuerpo purificado
anti-CD3 clon 145-2C11 (eBiosciences). El cocultivo se mantuvo durante 5 dias
a 37°C y 5% CO2. Posterior a esto las células se analizaron mediante citometria

de flujo.

. Transferencia adoptiva de DC de ratones lupicos y de ratones

control NZW/Balb/c en ratones prelupicos

Para realizar este experimento se purificaron DC ya sea de ratones
lipicos o ratones controles NZW/Balb/c mediante cell sorter como ya fue
previamente descrito. Se inyectaron 4x10° DC por ratén. Como receptores se

utilizaron ratones preldpicos de 2 meses de edad que no presentaban sintomas

de enfermedad. Se realizaron dos inyecciones i.v. de DC por ratén, una al dia
que denominamos 0 y la segunda al dia 30 post primera inyeccion. Se realiz6
un seguimiento de cada uno de los ratones, 4 por grupo, donde se midi6
proteinuria y auto-anticuerpos en sangre cada 15 dias. Finalmente en el dia 60
post primera inyeccion se sacrificaron los ratones de cada grupo y se analizdé

. por citometria de flujo, bazo, timo y sangre (Figura 3.).
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Figura 2. Metodologia del experimento de transferencia adoptiva de DC de ratén lupico o

control en un ratén prelupico. A. Diagrama representativo de la metodologia utilizada

previamente detallada en materiales y métodos. B. Cronologia del experimento.

29




. Anélisis estadistico

La comparacién de los datos obtenidos de los diferentes ratones se
realizo utilizando el ensayo Mann-Whitney no paramétrico cuando se evaluaron
dos grupos de ratones y utilizando el ensayo Kruskal-Wallis no paramétrico con
dos colas en caso de comparar cuairo grupos, ambos ensayos con intervalos
de confianza de 95%. Todos los test estadisticos fueron realizados utilizando el

programa GraphPad Prism versién 5.
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5. RESULTADOS

5.1.Alteraciones en la poblacién de Linfocitos B de bazo durante el
desarrollo del [upus.

En los ultimos afios numerosas publicaciones han descrito a los linfocitos
B como células cuya funcién va mas alla de la produccién de anticuerpos. Se ha
demostrado su importante rol como productores de citoquinas, como celulas
presentadoras de antigeno, ellas poseen la capacidad de vincular la inmunidad
innata y adaptativa. Los LB juegan un papel fundamental en el desarrolic del
lupus y en este trabajo investigamos estas propiedades de los LB durante el
desarrollo de la enfermedad.

A lo largo de este trabajo analizamos la presencia de distintas
subpoblaciones de LB durante el desarrollo del LES, para lo cual comparamos
ratones controles Balb/c de la misma edad de los ratones preldpicos y lipicos.

Resultados previos de nuestro laboratorio (Gleisner y col., 2013)
demostraron que en el bazo de los ratones lipicos se acumulan células
dendriticas (DC) tanto plasmocitoides (pDC) como convencionales (cDC). Por lo
tanto nos preguntamos si esto podria afectar a los LB presentes en este
organo.

Los ratones IGpicos presentan cierto grado de esplenomegalia como se
muestra en la Figura 3.A, con diferencias significativas en el nimero absoluto

de esplenocitos entre ratones lUpicos y preltpicos.
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Cuando analizamos LB, definidos como CD19+CD11-, observamos que
los ratones preldpicos poseen un porcentaje significativamente menor de LB
comparado a ratones lupicos. Cuando estos porcentajes se traducen en valores
absolutos la diferencia entre ratones prellpicos y lipicos se acrescenta, lo cual
en parte se debe a la esplenomegalia presente en los ratones lipicos (Figura
3.ByC.).

La capacidad para participar como célula presentadora de antigeno de
los LB fue analizada por la expresion de moléculas MHC y moléculas de co-
estimulacion mediante citometria de flujo (ver Anexos). Nuestros resultados
muesiran que los LB de los ratones Iipicos expresan CD86, PD-L1y PD-L2 en
niveles similares a LB de ratones controles de la misma edad (ver Anexos). Por
otra parte, se ha demostrado que Siglec-G posee la capacidad de inhibir la
sefial generada a través del BCR en los linfocitos B (Jellusova y col., 2011). Al
comparar la expresion de Siglec-G en los LB de ratones lipicos y ratones
controles viejos determinamos que existe una disminucién en la intensidad
media para Siglec-G (ver Anexos). Estos resultados sugieren que los LB de los
ratones ltpicos podrian ser hiperreactivos debido a la falta de senales

inhibitorias del BCR.
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Figura 3. Ratones lupicos presentan esplenomegalia y un aumento en LB en el bazo en
comparacion a ratones prelipicos. A. Cuantificacion del niumero total de células obtenidas
por bazo de ratones control Balb/c joven (n=4), preltpicos (n=6), control Balb/c viejo (n=9) y
lupicos (n=13). B. Andlisis de citometria de flujo de la poblacion de LB en los distintos grupos
estudiados. C. Cuantificacion de los resultados mostrados en B. *P<0,05. **P<0,001.
***P<0,0001.

33




En un estudio reciente se demostrd que en sangre periférica de pacientes
con lupus se observa una expansion de LB de transicién inmaduros, LB de
memoria y células plasmaticas en detrimento de LB virgenes (Dorner et al
2011). En base a estos resultados analizamos los LB virgenes, LB de memoria
de corto (IgM+IgD-) y largo plazo (IlgM-gD-) en ratones controles jovenes,
preltpicos, controles viejos y lGpicos (Figura 4). Sélo se observd un incremento
importante de LB IgM+ en el bazo de los ratones preltpicos en comparacién a
los ratones Itpicos (Figura 4.B). Esto podria indicar que esta sub-poblacidn de
LB de memoria IgM+ de largo plazo realiza cambio de clase ya sea a IgG hacia
un linfocito B de memoria clasico o migra del bazo hacia otros 6rganos durante
el transcurso de la enfermedad. Ademas se observé una tendencia a un
incremento en el porcentaje de linfocitos B IgD-IgM- de memoria clasico en el
bazo de los ratones lupicos diferencia que se vuelve significativa cuando se

analizan los nimeros absolutos (Figura 4.B)
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Figura 4. Subpoblaciones de Linfocitos B en el bazo de ratones controles jovenes,
preliipicos, controles viejos y lipicos. A. Andlisis de citomeiria de flujo de la expresion de
IgD e IgM en linfocitos B (CD19+CD11¢-) de bazos de ratones controles jovenes Balb/c (n=4),
prelupicos (n=6), controles vigjos Balb/c {(n=9) y Iupicos (n=13). B.C.y D. Cuantificacidn de los
resultados mostrados en A. *P<0,05. **P<0,001. ***P<0,0001.

La aita produccién de auto-anticuerpos que presentan los ratones lipicos
debiera correlacionarse con un mayor estado de actividad de los LB y con una
mayor presencia de LB en los centros germinales lo cual se evalua mediante la
expresion del marcador GL7. Observamos un aumento en la expresion de GL7
en LB de ratones lipicos en comparacioh a LB de ratones preltpicos (ver
Anexos) Y una alta presencia de células plasmaticas en el bazo de ratones
lGpicos, definidas como B220-CD138 (Figura 5). En resumen el aumento de
linfocitos B IgD-IgM- de memoria, una mayor presencia de LB en los centros
germinales (GL7+) y gran presencia de células plasmaticas indicarian un mayor

estado de activacién de la respuesta humoral en el bazo de los ratones lupicos.
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Figura 5. Ratones lipicos presentan células plasmaticas en el bazo. A. Analisis de
citometria de flujo de la expresion de CD138 y B220 en el bazo de ratones controles Balb/c viejo
(n=7) y lupicos (n=6). B. Cuantificacién de los resultados mostrados en A. *P<0,05. **P<0,001.
***P<0,0001.

Resultados previos obtenidos en nuestro laboratorio demuestran que los

ratones lUpicos presentan un incremento en linfocitos T reguladores en el bazo
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y que estos presentan una actividad supresora normal sobre LT in vitro
(Gleisner y col., 2013). Estudios recientes han descrito la existencia de una
poblacién analoga en los LB que poseeria funcion reguladora sobre LT.
Especificamente, en relacién a fenémenos de autoinmunidad se ha demostrado
un aumento de LB reguladores. Los LB reguladores se caracterizan por su
expresion de CD5 y CD1d. Cabe sefialar que el marcador CD5 describe
también a una sub-poblacién particular denominada Linfocitos B1 que residen
principalmente en la cavidad peritoneal. Se ha descrito que los ratones BWFA1,
presentan un fuerte incremento de esta sub-poblacion de LB en numerosos
érganos, debido a la incapacidad para permanecer en la cavidad peritoneal
(Ishikawa y Matsushima, 2007). Al analizar la expresién de CD5 en los LB
observamos un incremento significativo de LB CD5+ en ratones lipicos y
preltipicos (Figura 6.B). Cuando analizamos en conjunto con el marcador CD1d
determinamos que los LB reguladores (CD1dhi CD5+) estan notablemente
aumentados en ratones ltipicos comparados con los ratones preltipicos. Puesto
que el desarrollo del lupus se contradice con el aumento de LB reguladores
estos resultados sugieren que la funcionalidad de los LB reguladores debe estar
alterada. En la figura 6.C, D y E se muestra el andlisis de la expresion de CD5
en los LB combinado con la expresién alta (hi) o mediana (mid) para CD1d
donde, no es evidente cual de todas estas poblaciones representa exactamente
a los LB reguladores. Para los efectos de este trabajo los definimos como

CD1dhi CD5+.
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Figura 6. El bazo de ratones litpicos presentan LB que expresan CD5 y linfocitos B
reguladores CD1dhiCD5+. A. Analisis de citometria de flujo de la expresion de CD1d y CD5
de LB (CD19+CD11c-) de bazo de ratones controles jovenes Balb/c (n=5), prelipicos (n=3),
controles viejos Balbfc (n=6) y lGpicos (n=8). . B.C.D.y E. Cuantificacion de los resultados

mostrados en A. *P<0,05. **P<0,001. ***P<0,0001.

Con el objetivo de estudiar la funcionalidad de los LB reguladores

analizamos la expresion de marcadores de co-estimulacion y moléculas de

MHC-II, moléculas importantes en la interaccion con los L.T. Al igual que con los
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LB totales, en los LB reguladores lupicos observamos la expresion de CD86,
PD-L1, PD-L2 y MHC-I (ver Anexos).

La IL-10 es una citoquina con una potente funcidn inmunosupresora.
Esta citoquina influye especificamente en la supresion de respuestas
inflamatorias, inhibiendo la maduracion de las DC, en especial la produccion de
IL-12, citoquina caracteristica de respuestas Th1 (Corinti y col., 2001).

Por otra parte, se ha descrito que los linfocitos B reguladores utilizarfan
principalmente la IL-10 para suprimir otras poblaciones efectoras, como LT. Por
lo tanto, estudiamos la produccion de IL-10 por los LB de ratones controles
jovenes, prelupicos, controles viejos y lpicos. Para esto se utilizé un protocolo
descrito en la literatura (Yanaba y col, 2008), previamente explicado en
Materiales y Métodos. En breve, se activaron esplenocitos totales durante 5
horas en presencia de LPS, PMA, lonomicina méas Golgi Stop (Monensina).
Luego de este tiempo se analizé por citometria de flujo el porcentaje de LB
(CD19+CD11c-) positivos para IL-10 intracelular. Los resultados demuestran un
fuerte aumento en la cantidad de IL-10 intracelular en los LB provenientes de
bazo de ratones llipicos en comparacion a ratones prelupicos. Ademas se
observé un incremento en la poblacién de LB productores de IL-10 al comparar
controles jovenes con controles viejos lo que indicaria este fenomeno en parte

también estaria asociado al proceso de envejecimiento (Figura 7)
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Figura 7. Los ratones lupicos presentan LB productores de IL-10 en el bazo. A. Analisis de
citometria de flujo intracelular de la poblacion de LB productora de IL-10 realizada dentro de una
ventana CD11c- para descartar DC en bazo de ratones controles jovenes Balb/c (n=7),

prelipicos (n=8), controles viejos Balb/c (n=8) y lupicos (n=86).

resultados mostrados en A. *P<0,05. **P<0,001. ***P<0,0001.

. B. Cuantificacion de los

Ademas analizamos la expresién de los marcadores CD5 y CD1d en la

poblacién IL-10 positiva para los cuatro grupos de ratones. En la figura 8 se

muestra que las células IL-10 positivas correlacionan fuertemente con la

poblacién CD5+ y en particular CD5+CD1dhi (LB reguladores).
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Figura 8. Correlacion entre LB productores de [L-10 y de LB que expresan CD5 en el
bazo de ratones lipicos. A. Anlisis de citometria de flujo de la expresion de CD5 y CD1id de
la poblacién de LB productora de IL-10 (CD19+CD11c-IL-10+) en bazo de ratones controles
jovenes Balb/c (n=5), prelipicos (n=5), controles viejos Balb/c (n=5) y lupicos (n=6). B.
Cuantificacion de los resultados mostrados en A. *P<0,05. **P<0,001. ***P<0,0001.

En resumen, los LB del bazo de ratones llpicos presentan alteraciones
tanto en su fenotipo como en la distribucién de las diferentes subpoblaciones
durante el desarrollo de la patologia.

Ademas de su funcion de células presentadoras de antigeno,
productoras de citoquinas y de anticuerpos, los LB presentan en su membrana
una serie de receptores denominados TLR, cuya funcién es el reconocimiento
de patrones presentes en variados microorganismos como bacterias y virus
(Rawlings y col., 2012). La contribucién de la sefializacion mediada por TLR a el

desarrollo de enfermedades autoinmunes ha sido en parte demostrada en

varios modelos murinos, donde la generacién de la patologia se ha visto es
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dependiente de la accion de MyD88 sefalizador maestro de la via de TLR.
(Silver y col., 2007) (Sadanaga y col., 2007)

Para abordar este objetivo purificamos LB de bazo de ratones controles
viejos NZW/Balb/c y bazo de ratones lipicos mediante seleccion negativa
segun descrito en Materiales y Métodos. Un resultado representativo de la
purificacion se muestra en la figura 9. Una vez purificados, los LB de cada
grupo por separado fueron activados en presencia de distintos ligandos para
TLR9 (CpG(B)), TLR4 (LPS), TLR3 (Poly I:C) y TLR7 (R848) durante 24 y 48
horas. Transcurrido este tiempo se midié el nivel de activacion de los LB por
citometria de flujo de analizando la expresion de las moleculas CD86 vy CD40
(Figura 10) y la produccién de citoquinas en los sobrenadantes mediante la

técnica de CBA (Figura 11).
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Figura 9. Fenotipo de la purificacion de LB de ratones lupicos y controles NZW/Balblc.
Linfocitos B de bazo de ratones lipicos y controles NZW/Balb/c fueron purificados mediante
seleccién negativa como fue previamente descrito en Materiales y Métodos.

45




Ademas se realizaron recuentos celulares en las distintas condiciones
con el fin de evaluar la sobrevida de los LB tanto lipicos como control sin
observar diferencias entre ambos grupos. En cuanto a los niveles de activacion
de los LB luego del fratamiento con los ligandos de las TLR, solo se observaron
diferencias para TLR9 y TLR3 sin embargo en ninglin caso se observaron

diferencias entre LB lupicos y controles (Figura 15).
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Figura 10. Linfocitos B de bazo de ratones control y lipicos presentan similares niveles
de expresién de CD40 y CD86 luego de 24hrs o 48hrs de activacion con distintos
ligandos para TLR. A. Cuantificacion de la IMF para CD40 en linfocitos B {CD19+B220+)
luego de 24hrs y 48hrs luego de la activacién en presencia de distintos ligandos para TLR. B.
Cuantificacién de la IMF para CD40 en linfocitos B (CD19+B220+) luego de 24hrs y 48hrs
luego de |a activacion en presencia de distintos ligandos para TLR. En barras negras LB raton
ltpico (n=5), en blancas LB raton control NZW/Balb/c (n=4). *P<0,05. **P<0,001. ***P<0,0001.
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Por otra parte en cuanto a la produccion de citoquinas primero cabe
sefalar que solo fue posible detectar IL-8, I1L-10 y TNF-a, mientras que los
niveles de IL-12, IFN-a y MCP-1 se registraron bajo el nivel de deteccién. Se
detectaron diferencias en la produccién de 1L-6 cuando los LB fueron activados
con el ligando de TLR9. Sorpresivamente LB de bazo de ratones l(picos
presentaron menores niveles de produccion que LB de ratones control. Por otra
parte, en concordancia con resultados mostrados previamente se muestra una
tendencia por parte de los LB llpicos a producir mayores niveles de IL-10 en
presencia de ligandos de TLR, esta es estadisticamente significativa solo en el

caso de ligando para TLR3 (Figura 11).
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Figura 11. Linfocitos B de bazo de ratones control y ltipicos presentan similares niveles
de produccion de citoquinas luego de 24/48hrs de activacién con distintos ligandos para
TLR. Cuantificacion de la produccion de A. IL-6 B.IL-10 C.TNF-a por LB de ratones controles
NZW/Balb/c {n=4, barras blancas) y lipicos (n=8, barras negras) luego de 24-48 horas de
activacion en presencia de distintos ligandos de TLR. *P<0,03. *»*P<(,001. ***P<0,0001.
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4.2, Linfocitos B timicos presentan alteraciones durante el
desarrolio del lupus.

Estudios previos en el modelo murino BWF1, demostraron alteraciones
en el homing de LB de ratones ltpicos, especificamente LB B-1 provenientes de
la cavidad peritoneal, el estudio demostré que los LB B-1 migran hacia érganos
blanco como los rifiones y el timo en forma anormal. Ademéas el estudio
demuestra que estas células poseerian una alta capacidad de presentacion
antigénica y activarian principalmente LT auto reactivos (Ishikawa y
Matsushima, 2007).

En base a esto, analizamos el fenotipo y distribucién de los LB en el timo
de ratones controles jovenes, prellpicos, controles viejos y l0picos.

Lo primero que resalta al analizar este 6rgano en los distintos grupos es
que la celularidad del timo de los ratones lUpicos se encuentra claramente
disminuida en comparacion a ratones prelipicos (Figura 12.A). Esto es
detectable rapidamente de manera visual al presentar érganos claramente mas
pequefios en comparacion al resto de los grupos. Registros de fenémenos
similares han sido descritos en la literatura asociados a procesos inflamatorios
donde el timo sufre una reduccién de tamarnio y celularidad, acompafiado de un
aumento en la entrada de distintas poblaciones de LT y LB, fendmeno que en
estados normales practicamente es inexistente (Hodge y col., 2012). Al analizar
la poblacién de LB totales presentes en el timo, los ratones ldpicos presentan

un gran aumento en el porcentaje y niumero absoluto (Figura 12.By C).

49




1.5x108
& 1.040°+ T
=
‘
O
T—l
5, 5.0x0
0 T
)
2 )
© 6“\\
< <
Control Joven Prelapico Control Viejo
0.038| .5 [0.35 0.018| (s [0.64 0.02

11¢c _*)m
@ A s

a
o
| -
C- e o
124 T 3.0x105—‘
' I}
< =
Qa 8 2.0.0°
)
+
+ =)
@ .-
5 o
3) : 1.0x10° -
m
= =
=2 =
0 T
Kol 0 Q o
@ A ) -
o N o )
o N @ v
& > Q
& &
® <

Figura 12. Disminucién de la celularidad y aumento en el porcentaje de LB en el timo de
ratones lipicos. A. Cuantificacion del nimero total de células obtenidas por timo para ratones
control joven Balb/c (n=5), prelupico (n=6), control viejo Balb/c (n=10) y lupico (n=17). B.
Analisis de citometria de flujo de la poblacién de LB (CD19+CD11c-) en el timo de ratones de
los distintos grupos. C. Cuantificacién de los resultados mostrados en B. *P<0,05. **P<0,001.
***P<0,0001.
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Trabajos anteriores (Ishikawa y Matsushima, 2007) postulan que los LB
B1 CD5+ peritoneales migran anormalmente hacia otros 6rganos como el timo.
En consecuencia, analizamos la presencia de la poblacion de LB CD5+ en el
timo. Nuestros resultados muestran que no existe diferencia en el porcentaje de
LB CD5+ timicos de los ratones prellpicos y lupicos, ni entre controles jovenes
y viejos. Todos los grupos presentaron entre 10-15% de LB CD5+ en el timo.
Por tanto el aumento que se observa en los timos de ratones lupicos no se debe

exclusivamente a un aumento en la poblacion de LB CD5+ (Figura 13).
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Figura 13.En el timo de ratones lupicos existen poblaciones de LB que no expresan CD5.
A. Analisis de citometria de flujo de la expresion de CD5 en LB (CD19+CD11c-) de timo de
ratones control joven Balb/c (n=5), preltpico (n=6), control viejo Balb/c (n=6) y lipico (n=5). B.
Cuantificacion de los resultados mostrados en A. *P<0,05. **P<0,001. ***P<0,0001
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La funcién de los LB timicos es controversial y en algunos irabajos se les
involucra con la generacion de tolerancia central en el timo, mediante procesos
de seleccion de negativa de timocitos o con la generacion de linfocitos T
reguladores timicos (Perera y col., 2013) (Guerri y col., 2013). Puesto que la
generacién de tolerancia en LT CD4+ depende de la expresion de molécuias
MHC-II, analizamos en los LB timicos la expresion de MHC-lI (IAd). Nuestros
resultados demuestran que los linfocitos B itpicos expresan MHC-Il en su
superficie (ver Anexos).

Al analizar la distribucion de las distintas subpoblaciones de linfocitos B
en relacion a la expresion de IgD e IgM observamos que los timos de los
ratones ltpicos presentan un aumento, en porcentaje y nimeros absolutos, en
la poblacién de LB virgenes en comparacion a ratones preltpicos (Figura 14.B).
En cambio presentan una disminucion de la poblacién de LB de memoria (IgD-
IlgM-) en el timo de los ratones lipicos en comparacion a ratones preldpicos
(Figura 14.D). En cuanto a la poblacion IgM+, se observa que el porcentaje de
esta poblacion con la edad disminuye notablemente como se observa al
comparar confroles jovenes y viejos, mientras que este fendmeno no se
observa al comparar ratones preltipicos y lupicos (Figura 14.C). Sin embargo,
existe se observa un aumento importante en esta poblacién en los ratones

liipicos cuando se consideran los ndmeros absolutos.
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Figura 14. Subpoblaciones de Linfocitos B en el timo de ratones controles jovenes,
preltipicos, controles viejos y lipicos. A. Analisis de citometria de flujo de la expresion de
IgD e IgM en linfocitos B (CD19+CD11c~) de bazos de ratones controles jévenes Balb/c (n=9),
preltipicos (n=6), controles viejos Balb/c (n=10) y lupicos (n=17). B.C. y D. Cuantificacion de los
resultados mostrados en A. *P<0,05. **P<0,001. ***P<0,0001.

Enseguida analizamos la presencia de células plasmaticas y de
marcadores de centro germinal en el timo de estos ratones. Estudiamos la
expresion de B220 y CD138; las células B220+CD138+ corresponden a
plasmablastos, células en etapa de diferenciacion hacia células plasmaticas y
las células B220-CD138+ corresponden a células plasmaticas productoras de
anticuerpos. Al analizar estos marcadores se observo la presencia tanto de
plasmablastos como de células plasmaticas en el timo de los ratones lGpicos
(ver Anexos).

En el timo de todos los grupos de ratones analizados fue posible observar
una poblacién de LB que expresan el marcador GL7. Cabe destacar que el
porcentaje de LB GL7+ en el timo es considerablemente mayor al porcentaje de

esta poblacion existente en el bazo (alrededor de 4% en bazo comparado a 10-
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20% en el timo). No se registraron diferencias al comparar la expresion de este
marcador en LB timicos de ratones prelupicos y lipicos (ver Anexos).

Trabajos previos, asi como resultados obtenidos en nuestro laboratorio
muestran que los ratones lUpicos presentan una fuerte disminucion en la

poblacion de timocitos CD4+CD8+ (Figura 15) (Ishikawa y col., 2001).
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Figura 15. Timos de ratones lipicos carecen de timocitos CD4+CD8+DP A. Analisis de
Citometria de flujo de la expresion de CD4 y CD8 en timo de ratones controles viejos
NZW/Balb/c (n=3) y lipicos (n=3). B. Cuantificacién de los resultados obtenidos en A. *P<0,05.

**P<0,001. ***P<0,0001.
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Para dilucidar la funcioén de los LB timicos se realizaron co-cuitivos de
timocitos purificados de ratones controles viejos NZW/Balb/c que fueron
depletados de APCs con LB purificados mediante cell sorter a partir de timo y
bazo de ratones lipicos. En los Anexos se muestra el fenotipo inicial de los
timocitos previo al co-cultivo.

Luego de 5 dias de cocultivo en presencia de anticuerpo anti-CD3 se
recuperaron las células y se analizaron mediante citometria de flujo. La
recuperacién celular de estos cultivos fue baja (0,1x10% cel/ml
aproximadamente por condicién) esto debido a que solo parte de los timocitos
puestos en cultivo expresa CD3 en su superficie y es capaz de ser activado por
efecto del anticuerpo utilizado. Analizamos la expresiéon de CD4 y CD8 en las
distintas condiciones. Observamos que luego del co-cultivo desaparece la
poblacién de timocitos CD4+CD8+ que inicialmente alcanzaba un 70%, esta
disminucién incluso es mayor en presencia de LB de timo o de bazo ldpicos.
Con respecto a las ofras poblaciones no se observaron diferencias entre las

distintas condiciones de co-cultivo (Figura 16).
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Figura 16. Linfocitos B de timo como de bazo lupicos presentan una interaccion similar
con timocitos control. Se realizaron cocultivo de LB purificados de bazo o timo de ratones
lupicos y se cocultivaron en conjunto con timocitos provenientes de ratones controles viejos
NZW/Balb/c depletados de APC en presencia de anticuerpo anti-CD3 (1ug/ml). A. Analisis de
citometria de flujo de las distintas condiciones luego de los 5 dias de cocultivo. Se muestra
resultado representativo de la expresion de CD4 y CD8. B. Cuantificacion de los resultados
mostrados en A. *P<0,05. **P<0,001. ***P<0,0001.

57




Ademéas analizamos la expresién del factor transcripcional FoxP3,
marcador clave de los LT reguladores. LB de timo o de bazo de ratones lupicos
poseen la capacidad de inducir un aumento en la expresion de FoxP3 en

timocitos (Figura 17).
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Figura 17. Linfocitos B de timo como de bazo lupicos poseen la capacidad de inducir un
aumento en los Tregs a partir de Timocitos depletados de APC A. Analisis de citometria de
flujo de las distintas condiciones luego de los § dias de cocultivo. Se muestra resultado
representativo de la expresion de FoxP3 y CD25 a partir de una ventana CD4+. B.
Cuantificacion de los resultados mostrados en A. *P<0,05. **P<0,001. **P<0,0001.
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4.3. Transferencia adoptiva de DC de bazo lipicas o controles a
ratones prellpicos.

Resultados previos de nuestro laboratorio demostraron que las DCs
durante el desarrollo del lupus presentan mayores niveles de activacion vy
alteraciones en su homing a distintos érganos linfoides (Gleisner y col., 2013).
En base a estos resultados y debido al rol fundamental que poseen estas
células en la respuesta inmune, se realizaron transferencias adoptivas de DC
purificadas mediante cell sorter a partir de bazo de ratones lipicos o controles
viejos NZW/Balb/c en ratones preldpicos de 2 meses de edad que no
presentaban signos de enfermedad. Se inyectaron dos dosis de 4x108 DC, en
el dia cero y dia 21. Durante este periodo tomamos muestras de sangre de
todos los individuos y medimos mediante ELISA la presencia de auto-
anticuerpos. Una vez alcanzado el dia 60 se sacrificaron los animales y se
analizaron distintos érganos mediante citometria de fiujo.

Al comparar el resultado de los ELISA entre ambos grupos se observo
que aquellos ratones preltipicos inyectados con DC de ratones lipicos
presentaron mayores niveles de auto-anticuerpos dsADN que aquellos ratones

preltpicos inyectados con DC control (Figura 18).
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Figura 18. La transferencia adoptiva de DC provenientes de ratones lupicos induce un
aumento en la produccién de auto-anticuerpos en ratones preltipicos. Se realizaron
mediciones en sangre cada 15 dias mediante ELISA. En rojo se muestran los resultados
obtenidos para el grupo de ratones prelupicos inyectados con DC de ratones lipicos (n=4) y
en negro los inyectados con DC de ratones control (n=4). Las flechas muestran las dos dosis
de DC. *P<0,05. **P<0,001. ***P<0,0001.

De cuatro ratones por grupo, dos del grupo tratado con DC lupicas
presentaron esplenomegalia fenomeno relacionado al LES. Se detectaron
porcentajes normales de LB en el bazo de ambos grupos, sin embargo al
analizar su fenotipo se observé un aumento en la activacion de los LB, mayores
niveles de expresion de PD-L1, PD-L2 y CD86, en el bazo de los ratones
tratados con DC provenientes de un raton ldpico. Sin embargo, cuando se
analizé la expresion de MHC-Il en los LB de bazo se observo que la inyeccion
de DC provenientes de un raton lUpico generd una disminucion en la expresion

de MHC Il (Figura 19).
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Figura 19. Linfocitos B de bazo de ratones prellpicos tratados con DC de ratones lupicos
presentan un mayor estado de activacién y una menor expresion de MHC-II A
Superposicion de histogramas de fluorescencia para PD-L1, PD-L2, CD86 e IAd en LB totales
(CD19+CD11c-) de un ratones prellpicos inyectado con DC control (negro) (n=4) o DC lupicas
(rojo) (n=4). B. Cuantificacion de los resultados mostrados en A. *P<0,05. **P<0,001.
***P<0,0001.
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Luego, analizamos la distribucion de las distintas poblaciones de LB en
base a su expresién de Igs en la superficie. El tratamiento con DC de ratones
lpicos causd un aumento en la poblacién de LB IgM+ en desmedro de la
poblacién de LB virgenes (IgD+ IgM+) (Figura 20.B).

A. B.

=]
o
|

A DC Control

(2]
o
1

20 |

% LB virgenes (IlgD+ IgM+)
8
|

20

Figura 20. Los ratones prelipicos tratados con DC de ratones lupicos presentan una
disminucién de LB virgenes y un aumento de IgM+ en los LB de bazo. A. Analisis de
citometria de flujo de la expresion de IgD e IgM en la poblacion de LB (CD19+CD11c-) en el
bazo de ratones prelipicos inyectados con DC de ratones control (n=4) o DC de ratones
lupicos (n=4). B. Cuantificacion de los resultados mostrados en A. *P<0,05. **P<0,001.
***P<0,0001.
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Al analizar la expresion de CD5 en los LB de bazo se observé un aumento
en la expresién de esta molécula en los LB provenientes de bazo de ratones
prelipicos tratados con DC de ratones lGpicos (Figura 21.B). El aumento de
esta poblacion de LB CD5+ también se observé en sangre y coincide con una
disminucion en [a expresion de B220 fenotipo que corresponde con LB B-1
(B220lo CD5+) (resultados no mostrados). Ademas estudiamos en conjunto
con CD5 la expresién de CD1d para analizar la presencia de LB reguladores.
Como se observa en la figura 31, el tratamiento con DC de ratones IUpicos
indujo ademas de la expresion de CD5, la expresion de CD1d en los LB de
bazo y una desaparicién de la poblacion CD1dhiCD5-. Este fenémeno tambien
se observa al comparar ratones preltpicos y ltipicos (Figura 21.A 'y B).

Previamente demostramos que el aumento en la poblacion de LB CD5+
en los ratones lupicos esta asociado a un aumento en la produccion de |L-10.
Por esto analizamos la produccion de 1L-10 por los LB de bazo de los ratones
fratados con los distintos tipos de DC. En breve, se obtuvieron esplenocitos de
ratones preltpicos tratados con los distintos tipos de DC y se activaron durante
5 horas en presencia de LPS + PMA + lonomicina + Golgi Stop, luego se realizoé
marcaje intracelular y se analizé mediante citometria de flujo. Los ratones
tratados con DC de ratones lipicos presentaron una tendencia al aumento en la
poblacién de LB IL-10+ en el bazo, incluso a niveles mayores de lo que se

observa en ratones lGpicos (Figura 22).
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Figura 21. Los ratones prelupicos tratados con DC de ratones lipicos presentan un
aumento en la poblacién de linfocitos B CD5+ y Linfocitos B reguladores en el bazo. A
Andlisis de citometria de flujo de la poblacion de linfocitos B (CD19+CD11c-) en el bazo de
ratones prellpicos inyectados con DC de ratones control (n=4) o DC de ratones lipicos (n=4).
Se muestra la expresién de CD5 y de CD1d en LB totales B. Cuantificacion de los resultados
mostrados en A. *P<0,05. **P<0,001. ***P<0,0001.
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Figura 22. Los ratones prelipicos tratados con DC de ratones lupicos presentan un
aumento de los LB IL-10+ en el bazo. A. Andlisis de citometria de flujo de la poblacion de
linfocitos B IL-10+ (CD19+CD11¢-IL-10+) en el bazo de ratones prelupicos tratados con DC de
ratones control (n=4) o DC de ratones lUpicos (n=4). B. Cuantificacion de los resultados
mostrados en A. *P<0,05. **P<0,001. ***P<0,0001.

Debido a los resultados obtenidos en el timo de los ratones lUpicos, nos
pareci6 pertinente analizar este érgano en los ratones prelUpicos luego de la
transferencia adoptiva de DC. Al analizar la expresion de Igs en los LB timicos
se observd el mismo fenémeno observado en bazo, en los timos de los ratones

preltpicos tratados con DC de ratones lupicos existio una disminucion de la

poblacién de LB virgenes y un aumento de la poblacion de LB IgM+ (Figura 23)
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Figura 23. Los ratones prelipicos tratados con DC de ratones lupicos presentan una
disminucién de LB virgenes y un aumento de LB IgM+ en el timo. A. Analisis de citometria
de flujo de la expresion de IgD e IgM en la poblacién de LB (CD19+CD11c-) en el timo de
ratones prellpicos tratados con DC de ratones control (n=4) o DC de ratones lupicos (n=4). B.
Cuantificacion de los resultados mostrados en B. *P<0,05. **P<0,001. ***P<0,0001.
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Al analizar la poblacién de LB CD5+ en el timo se observé un aumento de
esta poblacion en el timo de los ratones preltpicos tratados con DC de ratones
lipicos comparado con los ratones prelupicos tratados con DC de ratones
controles (Figura 24), fenémeno que ya habiamos observado en el bazo (Figura

21) y sangre (datos no mostrados).
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Figura 24. Los ratones prelupicos tratados con DC de ratones lipicos presentan una
aumento de LB CD5+ en el timo. A. Anélisis de citometria de flujo de la expresion de CDS en
la poblacién de LB (CD19+CD11c¢-) en el timo de ratones prelupicos tratados con DC de ratones
control (n=4) o DC de ratones lupicos (n=4). B. Cuantificacion de los resultados mostrados en
B. *P<0,05. **P<0,001. ***P<0,0001.
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Ademas se analizé el porcentaje de células plasmaticas y plasmablastos
en timo y bazo de ambos grupos de ratones, para ambos casos se observo la
presencia de estas células sin cbservarse diferencias entre ambos tratamientos
(resultados no mostrados).

Finalmente analizamos la expresién de MHC-Il en LB de timo, aquellos
ratones prelQpicos tratados con DC de ratones lGpicos presentan una
disminucién en la expresion de MHC-Il en los LB comparado a los LB de

ratones preldpicos que recibieron DC de ratones controles (ver Anexos).
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5. DISCUSION

En el presente trabajo demostramos que los LB de ratones lpicos
presentan una serie de alteraciones en su fenotipo y distribucién sub-
poblacional durante el desarrollo de la enfermedad.

Inicialmente, se vinculd a los LB con el lupus debido a su capacidad de
producir auto-anticuerpos, factor determinante durante el desarrollo del LES.
En pacientes con lupus se ha demostrado existe una aumento en la poblacion
de LB de memoria CD27+ y de células plasmaticas productoras de anticuerpos
(Jacobi y col., 2008). Aunque no se conoce con exactitud la identidad de los LB
de memoria en el modelo murinc se acepta que los LB de memoria deberia al
menos expresar los marcadores CD19+GL7-gD-lgM- (Pape y col., 2011)
(Nduati y col., 2010) (Taylor y col., 2012) (Talay y col., 2012). Al analizar la
poblacién de LB de memoria en bazo no se observo una diferencia significativa
en el porcentaje presente en ratones prelipicos y lupicos (Figura 4.B) solo una
tendencia al aumento de esta poblacién en el bazo de los ratones lapicos, el
que si es estadisticamente significativo al analizar los nimeros absolutos. Cabe
sefialar que la poblacion de LB GL7- es mayoritaria, por lo que en su mayoria la
poblacion de LB de bazo IgD-IlgM- corresponderia a LB de memoria
CD19+GL7-IgD-IgM-. Ademas se observé una tendencia al aumento de la
poblacién de LB GL7+ en el bazo de los ratones Iipicos en comparacion a
ratones prellpicos, fenémeno que si es estadisticamente significativo al analizar

los nimeros absolutos (ver Anexo Fig. Supl. 3). Esto indica un mayor nimero
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de LB presentes en el centro germinal del bazo de estos ratones comparado
con los ratones prellipicos, asi como la presencia de células plasmaticas B220-
CD138+ en el bazo de los ratones lupicos (Figura 5.B). Esto concuerda con el

aumento en la generacién de auto-anticuerpos que existe en estos ratones.

Los LB B-1 son una subpoblacién de LB que expresan el marcador CD5
y que residen en las cavidades pleurales y la cavidad peritcneal. En ratones
lupicos se ha descrito esta subpoblacion migra de manera anormal hacia otros
érganos como el timo, el bazo y otros linfonodos periféricos abandonando la
cavidad peritoneal (Ishikawa y Matsushita, 2007). Ademas se ha sugerido que
los LB B-1 en los ratones IGpicos aportarian al desarrollo de autoinmunidad
activando LT auto-reactivos en el timo (Ishikawa y Matsushita, 2007) y
realizando cambio de isotipo desde IgM hacia IgG produciendo auto anticuerpos
(Enghard y col. 2010)

Al analizar la expresién de CD5 en los LB se observd un alto porcentaje
de esta poblacion tanto en ratones prelipicos como IUpicos en el bazo (Figura
6.B). Estudios recientes han demostrado la existencia de dos isoformas de
CD5 en LB humanos, donde la presencia de IL-6 regularia la expresioén de CD5
en la superficie celular afectando la actividad de los LB. Esta regulacion
explicaria en parte el mecanismo de los tratamientos anti IL-6 para él LES el
que ha resultado bastante efectivo (Garaud y col, 2009) (Shirota y col., 2013).

En fendmenos de autoinmunidad se ha descrito el aumento de una

subpoblacién de LB denominada LB reguladores que se caracterizan por
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expresar CD5+CD1dhi y por la produccion de IL-10 (Yanaba y col., 2008).
Ademas en el caso de modelos murinos de lupus la deplecién de LB genera
efectos que indican que los LB tendrfan tanto una funcidn patogénica como
protectora en el desarrollo del LES, indicando la presencia de distintas
subpoblaciones (Haas y col., 2010) (Watanabe vy col., 2010). Cuando
analizamos los bazos de los distintos grupos de ratones se observé que los LB
CD5+ que se observaron en el bazo de los ratones ltpicos también en gran
parte expresaron en marcador CD1d fenémeno que no se observé en los LB de
ratones preltpicos (Figura 6.D). Al analizar la produccién de IL-10 por parte de
los LB se observd que los LB de bazo de ratones lupicos presentan mayores
porcentajes de LB IL-10+ en comparacién a ratones prellpicos (Figura 7.B)
fendmeno que en parte podria estar asociado a la edad pues vemos un
aumento similar al analizar esta poblacién en el bazo de ratones controles
jovenes y viejos. Ademds en el caso de los LB de bazo de ratones ldpicos
también expresan los marcadores CD1d y CD5 (Figura 9.B) fenotipo asociado a
LB reguladores. Estudios en humanos determinaron la existencia de
poblaciones de LB reguladores con caracteristicas similares a las descritas en
murinos, es decir LB CD19+CD24hiCD38hi que producen altos niveles de IL-10.
Al analizar los LB reguladores en paciente lipicos se demostr6 que los LB
reguladores producen bajos niveles de IL-10, son refractarios a la activacion
mediada por CD40 y no suprimen la produccién de IFN-y y TNF-a por LT CD4+
comparado a LB reguladores obtenidos de individuos sanos (Blair y col., 2010).

Por tanto es posible que efectivamente el desarrollo del lupus en estos ratones
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genere como consecuencia la expansion de la poblacién de LB reguladores, sin
embargo esta se ve sobrepasada ya que evidentemente la enfermedad termina
por desarrollarse. No se descarta que esta poblacion reguladora posea
anomalidades en otros mecanismos, aparte de la produccién de IL-10 la que
observamos si se produce en los ratones ldpicos, necesarios para ejercer su
funcion supresora.

Numerosos estudios en modelos murinos han vinculado el desarrollo del
LES con la activacion a través de TLR (Desnues y col. 2014} (Teichmann y col.,
2013) (Koh y col., 2013) (Hwang y col., 2012) (Lenerty col., 2005) (Ehlers y col,,
2006). En particular la activacion de LB mediada por ligandos de TLR
intracelulares se ha demostrado influye en el desarrollo del LES en modelos
murinos mediante la produccién de auto-anticuerpos (Teichmann y col. 2013)
(Ehlers y col. 20086).

No se observaron diferencias en la expresion de marcadores de
activacién como CD86 y CD40 (Figura 10), ni en la produccion de citoquinas
(Figura 11). La similitud observada por LB de ratones lipicos y de ratones
controles podria deberse al disefio experimental utilizado. Resultados obtenidos
por el grupo de Alexopoulou, demostraron mediante la utilizacion de ratones KO
para TLR8, TLR9 y el doble KO que solo se observaban diferencias en la
produccién de IL-6 al estimular con figandos de TLR cuando realizaban la
activacién utilizando esplenocitos totales, no asi cuando aislaban los LB

(Desnues y col. 2014). Esto indicaria que el efecto de los TLR podria no solo
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afectar a los LB sino también a otras poblaciones celulares como las DC, y que
su interaccién causaria un posterior efecto sobre los LB.

Los LB son generados en la médula 6sea donde a medida que superan
varios checkpoints para eliminar LB auto reactivos salen a la periferia para
terminar su maduracion en los linfonodos y particularmente el bazo (Jacoby y
col., 2009). De manera analoga los LT llevan a cabo un proceso similar en el
timo, donde mediante seleccién positiva y posteriormente negativa se regula la
salida de linfocitos T auto reactivos en lo que se denomina tolerancia central
(Klein y col., 2009). En este proceso se han involucrado a los LB, que a pesar
de ser una poblacién muy minoritaria en el timo parecieran participar de manera
activa tanto en la seleccion negativa de timocitos como en la generacion de LT
reguladores timicos (Morlachi y col. 2011) (Frommer y col., 2010) (Guerri y col.
2013)(Walters y col., 2014). La poblacién de LB que existe en el timo es muy
pequefia, no supera el 1-2% (Akashi y col., 2000) (Mori y col., 1997) (Ceredig,
2002), por lo que resulta notable el aumento que se observa en los ratones
lupicos donde el porcentaje es hasta cuatro veces mayor al de LB timicos de los
ratones prelapicos (Figura 12.C). En cuanto a la expresion de CD5 en los LB, a
pesar de resultados previos que describen una migracion aberrante de los LB
B-1 en los ratones lpicos y su posible homing hacia 6érganos como el timo
(Ishikawa y Matsuchita, 2007), al analizar la expresion de CD5 en los LB timicos
de los distintos grupos de ratones fue posible determinar que solo
aproximadamente un 20% de los LB residentes en el timo de ratones ldpicos

expresan CD5+ (Ishiwaka y Matsushita, 2007) (Figura 13) descartando que el
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aumento de LB observado en el timo de los ratones lpicos se deba Gnicamente
a la migracién de LB CD5+. Un estudio reciente del grupo de Huang determind
que los LB CD5+ existentes en el timo no tendrian relacién directa con los LB B-
1 provenientes de la cavidad peritoneal (Perera y col., 2013). Por tanto es
posible que este aumento de LB observado en el timo de los ratones lapicos no
provenga (nicamente de la migracion de LB B1, sino también de linfocitos B2,
asi como de la migracién de progenitores desde la médula ésea.

Al analizar la expresion de IgM e IgD en los LB timicos destaca el
aumento de la poblacién de LB IgD-IgM- con respecto a linfocitos B del bazo
donde la poblacién de LB IgD-IgM- es mucho menor (Figura 4 y 14). En el caso
de los ratones lpicos, se observé un aumento de los LB virgenes IgD+IgM+ y
una disminucién de los LB lgD-IgM- en el timo comparado a los ratones
preltipicos (Figura 14.B). Esto indica que el aumento de los LB timicos en los
ratones lupicos podria deberse al aumento de las poblacion de LB virgenes los
que podrian estar siendo generados en el timo a partir de progenitores, ©
podrian provenir de la periferia como resultado de migracion anormal de los LB
hacia el timo.

Para determinar si este aumento en los LB observado en el timo de los
ratones lipicos se debe a una migracion de LB de la periferia y conocer cual
seria su funcion en el timo, se realizaron co-cultivos de LB timicos provenientes
de un ratén lipico con timocitos control y se compard con co-cultivos de LB de
bazo de ratones lipicos con timocitos control. Cabe sefialar que el timo de los

ratones lipicos presenta anormalidades en cuanto a la distribucion de timocitos
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CD4+CD8-/CD4-CD8+/CD4+CD8+, en estos timos la poblacion CD4+CD8+ no
existe y se observa un aumento en la pobiacion de Tregs timicos (Gleisner y
cols, 2013). Al analizar el resultado de los co-cultivos observamos que en todas
las condiciones utilizadas la poblacién CD4+CD8+ desaparece por lo que no
podemos sacar conclusiones en cuanto a lo que ocurre con los timocitos
CD4+CD8+ (Figura 16). Sin embargo, al analizar la poblacion de LT
CD4+FoxP3+CD25+, se observé un aumento considerable cuando los
timocitos eran co-cultivados en presencia de LB timicos o de bazo (Figura
17.B). Estos resultados sugieren que por una parte, los LB timicos si poseen la
capacidad de aumentar la poblacion de Tregs timicos y que esta capacidad
seria similar a la que poseen los linfocitos B de bazo.

Estudios previos de nuestro laboratorio asi como de otros grupos han
demostrado el rol fundamental de las DC en el desarrollo del LES (Gleisner y
col., 2013) (Teichmann y col., 2010). Por otra parte, numerosos trabajos han
demostrado que Ia interaccién entre las DC y los LB genera cambios en el
fenotipo de ambos tipos celulares, produccién de citoquinas y la produccién de
anticuerpos (Ding y col, 2009) (Shaw y col., 2010) (Morva y col., 2012).

Con el objetivo de evaluar el rol de las DC in vivo, realizamos
experimentos de transferencia adoptiva de DC Ipicas o control en ratones
prelipicos y evaluamos la produccion de anticuerpos anti-dsADN y [a
proteinuria a diferentes tiempos después de la transferencia. Como resultado
encontramos que la transferencia de DC lipicas a ratones prellpicos acelera la

produccion de auto-anticuerpos en los ratones preldpicos (Figura 18), sin
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originar cambios en la proteinuria ni en la presencia de células plasmaticas en
el bazo (datos no mostrados). En la literatura se ha informado la presencia de
células plasmaticas en el rifién de ratones que presentan LES murino (Wang y
col., 2014).

Los LB de los ratones preltpicos traiados con DC de ratones ltpicos,
presentaron mayores niveles de activacién determinado por una mayor
expresion de PD-L1, PD-L2 y CD86 y una disminucién en la expresion de MHC-
Il comparado a los LB de los ratones prelipicos que recibieron DC de ratones
controles (Figura 19).

Por otra parte, se observé un fuerte incremento en los LB IgM+ en bazo y
timo de los ratones preltipicos transferidos con DC de ratones IGpicos (Figura 20
y 23), asf como un incremento en la poblacion de LB CD5+ en el timo y en el
bazo (Figura 21 y 24). Finalmente se observé un aumento de LB reguladores
CD1dhiCD5 y de LB productores de IL-10 en el bazo de los ratones preltipicos
inyectados con DC de ratones lGpicos (Figura 21y 22).

En definitiva, los resultados obtenidos a partir de la transferencia
adoptiva de DC de ratones lupicos o control a ratones prellipicos demuestran
que las DC de los ratones lipicos poseen caracteristicas funcionales y
fenotipicas, como un mayor estado de activacion y patrones de migracion
anormal, que tienen un efecto sobre los LB, ya sea de manera directa o
indirecta, causando su activacién y provocando una respuesta humoral

exacerbada durante el desarrollo del LES.
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6. CONCLUSIONES

En el presente frabajo demostramos que los LB de ratones IUpicos
presentan alteraciones en su fenotipo en el bazo y el timo, lo que puede estar
fuertemente vinculado al desarrollo de lupus.

Los LB timicos de los ratones lGpicos se encuentran significativamente
aumentados, observandose fuertes diferencias en su fenotipo lo que podria
afectar su rol tanto en la seleccién negativa como en la generacién de LT
reguladores, por tanto afectando el establecimiento de tolerancia central y por
consiguiente aportando al desarrollo de lupus.

Las DC de ratones ltipicos generan algunocs de los cambios observados en
el fenotipo de los LB de los ratones Idpicos contribuyendo asi al estado de
hiperactividad de los LB y al desarrollo de una respuesta humoral exacerbada

aportando asi al desarrollo del LES.
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8. ANEXOS

Figura Suplementaria 1. Expresién de PD-L1, CD86, PD-L2 y MHC-Il en LB de bazo de
ratones lupicos. Superposiciéon de histogramas de fluorescencia de la expresion de PD-L1,
PD-L2, CD8&6 e IAd en LB totales (CD19+ CD11c-) de bazo de ratones controles Balb/c viejos

y Lupicos.
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Figura suplementaria 2. Linfocitos B de bazo de ratones lipicos expresan Siglec-G. A.
Superposicion de histogramas de fluorescencia para la expresion de Siglec-G en LB totales
(CD19+ CD11c-) de bazo de ratones control NZW/Balb/c (n=5) y Lupicos (n=8). B.

Cuantificacion de los resultados mostrados en A.
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Figura suplementaria 3. Expresion de GL7 en LB de bazo de ratones lapicos. A. Analisis
de Citometria de flujo de la expresién de GL7 en la poblacién de LB (CD19+CD11c-) de bazo de
ratones controles jovenes Balb/c (n=4), prelUpicos (n=6), controles viejos Balb/c (n=9) y lupicos
(n=13). B. Cuantificacion de los resultados obtenidos en A. *P<0,05. **P<0,001. ***P<0,0001.
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Figura suplementaria 4. Linfocitos B reguladores de bazo de ratones lupicos expresan
CD86, PD-L1, MHC-lI (IAd) y PD-L2. A. Superposicién de histogramas de fluorescencia de
PD-L1, PD-L2, CD86 e IAd en LB reguladores (CD19+ CD11c- CD1dhi CD5+) de bazo de

controles viejos Balb/c y lupicos.
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Figura suplementaria 5. Expresion de MHC Il (IAd) en linfocitos B timicos de ratones
lipicos A. Superposicion de histogramas de fluorescencia para IAd a partir de una ventana
CD19+CD11¢- para LB timicos de un ratén control viejo Balb/c en negro (n=5) y ratén lupico en
rojo (n=5). C. Cuantificacion de los resultados mostrados en B. *P<0,05. **P<0,001.

***P<0,0001.
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Figura suplementaria 6. Presencia de células plasmaticas en el timo de ratones lapicos.
A. Analisis de citometria de flujo de la expresion de CD138 y B220 en el timo de los ratones
controles viejos Balb/c (n=5) y lupicos (n=7). B. Cuantificacion de los resultados mostrados en
A




ControlJoven Prelapico Control Viejo Lipico
250K 250K 250K 250K
200K 200K 200K 200K 4
150K 150k .o 150K
100K 100K 3 :
50K 50K
ol

4.0x10°~ T
L 3.0x10°
| [ K
a i}
o 2 g 2.0,10°
- 4
* >
104 Z 40405
0 : "
O
2 Al
\50 o\&
(‘\éo c:éé k‘o\
8 I i

Figura suplementaria 7. Expresion de GL7 en linfocitos B de timo de ratones Lupicos. A.
Analisis de Citometria de flujo de la expresion de GL7 en la poblacién de LB (CD19+CD11c¢-) de
timo de ratones controles jévenes Balb/c (n=9), prelupicos (n=6), controles viejos Balb/c (n=10)
y lupicos (n=17). B. Cuantificacion de los resultados obtenidos en A. *P<0,05. **P<0,001.
***P<(,0001.
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Figura suplementaria 8. Fenotipo de los Timocitos de ratones controles viejos
NZW/Balb/c depletados de APC. A. Andlisis de Citometria de flujo de la expresion de MHC II
(IAd) en timocitos luego de la deplecion. B. Andlisis de Citometria de flujo de la expresién de
CD4 v/s CD8 y de FoxP3 v/s CD25 en las distintas subpoblaciones CD4+CD8-, CD4-CD8+,
CD4+CD8+ y CD4-CD8- en timocitos luego de la deplecion
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Figura suplementaria 9. Linfocitos B timicos de ratones prelupicos tratados con DC de
ratones lipicos presentan una disminucién en la expresion de MHC-II (IAd). A. Analisis de
citometria de flujo para IAd y CD19 en LB timicos (CD19+CD11c-) de un raton prellpico
inyectado con DC control o DC lupicas. B. Cuantificacién de los resultados mostrados en A.
(n=4) *P<0,05. **P<0,001. ***P<0,0001.




