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RESUMEN

El lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad autoinmune
caracterizada por la presencia de linfocitos B y T auto-reactivos, la produccion de auto-
anticuerpos y la desregulacion de varias citoquinas. Dado que las células dendriticas
(DCs) son las tinicas células presentadoras de antigenos profesionales capaces de activar
a linfocitos T virgenes, en esta tesis se decidié estudiar el papel de estas células en el
desarrollio del LES. Se caracterizaron las DCs del bazo y las derivadas de precursores de
médula 6sea (BMDCs) en diferentes modelos murinos de lupus. Se encontré que las
BMDCs de ratones lipicos no presentan diferencias, ni en el fenotipo, ni en la secrecién
de IL-10 comparadas con BMDCs de ratones normales. Por el contrario, demostramos
que las DCs de bazo de ratones Iipicos secretan mayores niveles de IL.-10 en respuesta a
CpG comparadas con DCs de ratones normales. La utilizacidon de ratones que contienen
diferentes regiones del locus de susceptibilidad Nba2, nos permitié demostrar que el
aumento en la secrecion de IL-10 en los ratones lipicos esta restringido a la presencia
del la region central del locus Nba2. Por el contrario, las DCs de bazo de ratones lipicos
en presencia de CpG inducen un mayor porcentaje de células plasméticas comparadas
con las DC de bazo de ratones normales, lo cual se podria asociar a la presencia del
locus Nba2 completo. Los resultados en este trabajo sugieren que las DCs de ratones

lupicos poseen un fenotipo que favorece el desarrollo del lupus.
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ABSTRACT

Systemic Lupus Erythematosus (SLE) is an autoimmune disease characterized by
the presence of autoreactive B and T cells, autoantibody production and cytokines
deregulations. Since Dendritic cells (DCs) are the major professional antigen presenting
cells capable to activate naive T lymphocytes, in this study we investigated the role of
these cells in the development of lupus. We characterized DCs derived from bone
marrow precursors and isolated from spleens in different lupus murine models. We
found that BMDCs from lupus mice have a similar phenotype and capacity to secrete IL-
10 in response to CpG and LPS compared to BMDCs from normal mice. On the
contrary, splenic DCs from lupus mice secrete higher levels of IL-10 in response to CpG
compared to splenic DCs from normal mice. The use of different Nba2 lupus lines let us
to correlate the higher IL-10 secretion showed by lupus DCs to the central region of the
Nba2 locus. Furthermore, lupus DCs induce a higher percentage of plasma cells in the
presence of CpG compared to normal DCs, a result that can be associated to the
complete Nba2 locus. These results strongly suggest that lupus DCs have a phenotype

that favors the disease development.
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INTRODUCCION

LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO

El Lupus Eritematoso Sistémico (LES) es una enfermedad autoinmune crénica,
de etiologia desconocida que afecta varios organos, entre los cuales se encuentran el
rifién, la piel, las articulaciones, el sistema nervioso, el corazon, los pulmones y la
sangre (McCowan 1998). El LES es una enfermedad que afecta principalmente a
mujeres en edad fértil y tiene una prevalencia de entre 40-200 casos por cada 100.000
personas. Los pacientes con LES presentan periodos de crisis y remision de la
enfermedad independientes del tratamiento que reciban. Siendo las principales
manifestaciones clinicas en estos pacientes la artritis, erupciones en la piel y

glomerulonefritis (Rahman and Isenberg 2008).

El inicio del dafio renal se ha asociado a un aumento en los niveles de los auto-
anticuerpos anti-ADN, los cuales corresponden principalmente a los isotipos de
inmunoglobulinas (Ig) fijadoras del complemento IgG1 e IgG3. Los complejos inmunes
formados entre estos auto-anticuerpos y ADN se depositan en la membrana basal del
glomérulo renal, en las uniones epidermis-dermis de la piel o en los plexos coroideos.
Los depositos renales activan la cascada del complemento y reclutan a neutrdfilos, los
cuales inducen una seriec de eventos que culminan con el dafio inflamatorio de la
membrana basal (glomerulonefritis), la liberacién de proteinas en la orina y el

™
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consecuente desarrollo de proteinuria (Carroll 2004).

El origen del LES es una combinacién de factores genéticos, ambientales e
inmunolégicos. En el contexto inmunolégico éste se caracteriza por la sobreproduccion
de auto-anticuerpos, los cuales son especificos para antigenos propios como el ADN,
proteinas nucleares y algunos componentes del citoplasma. Estos auto-anticuerpos son
principalmente del tipo IgG, evidenciando la participacién de los linfocitos T de ayuda,
los cuales son fundamentales para que ocurra un cambio de clase en las
inmunoglobulinas. La principal fuente de antigenos en el LES son los cuerpos
apoptéticos, los cuales contienen protefnas nucleares y cromatina, que a su vez son los

principales blancos de los auto-anticuerpos en el lupus (Carroll 2004)

El LES se considera como un desorden mediado por linfocitos B, los cuales se
diferencian a células plasmaticas que son las células secretoras de anticuerpos. Estos
linfocitos para diferenciarse a células plasmaticas necesitan del antigeno y de la co-
estimulacién de los linfocitos T de ayuda, los cuales deben estar previamente activados.
Existen estudios que muestran que la enfermedad no se desarrolla si los linfocitos B se
eliminan, probablemente debido a la ausencia de células plasmaticas productoras de los

auto-anticuerpos patogénicos (Shlomchik, Madaio et al. 1994).

Las células dendriticas (DCs) son células presentadoras profesionales de

antigenos capaces de interactuar tanto con los linfocitos T, como con los linfocitos B y

son las tinicas capaces de activar a linfocitos T virgenes. Se ha demostrado que las DCs
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pueden promover directamente la sobrevida y diferenciacion de los linfocitos B a células
plasmaticas. Es por esto que las DCs son fuertes candidatas para tener un papel

importante en la iniciacién de respuestas autoinmunes como ocurre en el lupus,

CELULAS DENDRITICAS Y LUPUS

Las célu}as dendriticas (DCs) inducen, sostienen y regulan la réspuesta inmune.
Las DCs inmaduras presentan una baja expresion de las moléculas de
histocompatibilidad de clase II (MHC-II) y de las moléculas co-estimuladoras CD80,
CD86 y CD40. Las DCs se encuentran en los tejidos periféricos censando la presencia
de patdgenos, te;zjidos necrdticos e inflamacién. Estas sefiales inducen la maduracién
(aumento en la éxpresién de los marcadores ya mencionados} de las DCs y la migracion
hacia los 6rgano;s linfoides secundarios. Allf las DCs presentan a los linfocitos T CD4+

{
los antigenos procesados y cargados en las moléculas de MHC-II, lo cual induce la

activacién, proliferacion y diferenciacion de los linfocitos T a linfocitos T de ayuda, Las
DCs inmaduras también capturan antigenos propios (c€lulas apoptdticas) los que al ser

presentados a los linfocitos T, en ausencia de las sefiales apropiadas de co-estimulacién,

generan tolerancia (Banchereau, Pascual et al. 2004).
¥

i
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El estudio de las DCs, las cuales se encuentran en muy bajas proporciones en el
bazo (1-2% de las células del bazo), se ha beneficiado de métodos para diferenciar DCs

+
a partic de precursores de médula dsea diferenciados en presencia del factor de

t
3

estimulacion de colonias de granulocitos y macrofagos (GM-CSF) (Marland, Bakker et




al. 1996).

Las DCs de ratén se dividen principalmente en dos subpoblaciones, las DCs
convencionales (cDCs) las cuales se caracterizan por ser CD11c+ B220- CDI1b+ y las
DCs plasmacitoides (pDCs) las cuales son CD1lc+ B220+ CDI11b-. Estas representan
Jas dos principales subpoblaciones de DCs del bazo. Las ¢DCs se especializan en la
activacion de linfocitos T efectores y las pDCs juegan un rol en la regulacion de la
funcién de los linfocitos T reguladores y son las principales células productoras de
Interferon-o. (Angelov, Tomkowiak et al. 2005). Ambas subpoblaciones expresan el
marcador de linaje CD1lc y los marcadores de superficic MHC-II, CD86 y CD40

(Banchereau, Briere et al. 2000).

Diversos trabajos sugieren un papel importante de las DCs en la iniciacion de
procesos de autoinmunidad (Bayry, Thirion et al. 2004) y particularmente en el LES
(Crispin and Alcocer-Varela 2007). Con respecto al fenotipo de las DCs en humanos,
algunos estudios reportan que las DCs de pacientes con lupus poseen un fenotipo normal
o incluso que expresan bajos niveles de las moléculas co-estimuladoras CD80 y CD86, y
que son pobres estimuladores de una respuesta linfocitaria mixta (Scheinecker, Zwolfer
et al. 2001; Koller, Zwolfer et al. 2004), mientras que otros estudios muesiran que estas
DCs exhiben un fenotipo mds activador (Decker, Kotter et al. 2006; Ding, Mehta et al.

2006). En ratones tampoco hay un consenso acerca del fenotipo de las DCs. En ratones

ltpicos se ha reportado que las DC poseen una capacidad de presentacion antigénica
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e
disminuida (Phillips, Lomnitzer et al. 1988) o aumentada (Zhu, Liu et al. 2005; Wan,

Xia et al. 2007), siendo la principal diferencia entre estos informes la cepa de los
diferentes modelos de lupus utilizados en cada caso, lo que sugiere que el fenotipo de las

DCs es altamente dependiente del fondo genético de cada cepa.

Respecto a la frecuencia de las DCs en los pacientes con lupus, se ha reportado
una disminucién del porcentaje de DCs, tanto pDCs como ¢DCs en la sangre periférica
de pacientes con lupus. (Cederblad, Blomberg et al. 1998; Blanco, Palucka et al. 2001;
Blomberg, Eloranta et al. 2003). Esto sugiere que las DCs estarfan migrando a los tejidos
blancos del LES (Farkas, Beiske et al. 2001) o que hay un defecto en la generacién y/o
en la sobrevivencia de las DCs en estos pacientes. En ratones, contrario a lo ocurrido en
humanos, se ha mostrado una acumulacién de DCs CD11b+CDllc+ en la sangre
periférica de ratones con lupus (Ishikawa, Nagai et al. 2002). Por otra parte, se ha
encontrado una acumulacién de DCs en el bazo de ratones con lupus (Kalled, Cutler et
al. 2001). Estas DCs se acumulan tanto en las reas T (Fields, Sokol et al. 2001) como

en las dreas B (Ishikawa, Sato et al. 2001) de los linfonodos de los ratones.

En relacién a la funcionalidad de las DCs en el lupus, se ha determinado que DCs
singénicas cargadas con auto-antigenos pueden acelerar el desarrollo de la enfermedad
en un modelo murino de LES (Bondanza, Zimmermann et al. 2003)., También se ha
determinado que DCs cargadas con células necréticas inducen la produccién de

anticuerpos anti-ADN de doble hebra en una cepa no autoinmune C57BL/6. Sin

embargo, esto no lleva al desarrollo de todas las manifestaciones caracteristicas del




lupus, a menos que las DCs sean inyectadas en una cepa susceptible a la enfermedad

(Georgiev, Agle et al. 2005; Ma, Chan et al. 2005).

Se cree que todas las DCs tienen la capacidad de inducir tolerancia e inmunidad
dependiendo de su estado de maduracién. Las DCs constantemente presentan antigenos
propios en un estado quiescente, lo que es importante para la mantencién de la
tolerancia. La inmunidad se producirfa cuando patégenos invasores otorgan sefiales de
peligro que inducirfan la maduracion en la DCs (Shortman and Liu 2002). Las
infecciones virales o bacterianas son frecuentemente asociadas al desarrollo de
enfermedades autoinmunes sistémicas (Banchereau, Pascual et al. 2004; Chen, Lin et al.
2005) como el LES. La presentacion de antigenos propios por parte de las DCs, en un
contexto infeccioso puede llevar al desarrollo de una respuesta autoinmune, como la

encontrada en el lupus.

CELULAS DENDRITICAS Y RECEPTORES TOLL

El sistema inmune reconoce a los patdgenos a través de receptores, los cuales
reconocen patrones conservados presentes en los microorganismos. Uno de estos
receptores son los receptores de tipo Toll (TLRs). Existen més de 10 TLRs descritos
hasta la fecha, los cuales se expresan por una variedad de células entre las cuales se
encuentran las DCs. Los ligandos de los TLRs incluyen una variedad de moléculas con
fuerte actividad adyuvante, por ejemplo el lipopolisacirido y el ADN de bacterias. Estos

ligandos inducen la maduracién de las DCs y de otras células presentadoras lo que




permite la presentacién efectiva de los productos microbianos a las células efectoras del

sistema inmune como son los linfocitos T y B (Marshak-Rothstein 20006).

TLR-4 es un receptor para el lipopolisacérido (LPS) de la pared celular de las
bacterias gram negativas. Es expresado en una variedad de células principalmente en
células del sistema inmune como macrofagos y DCs (Pasare and Medzhitov 2004). Se
ha encontrado que el aumento de la expresién génica de #/r4 induce el desarrollo de una
glomeruloneftitis similar a la encontrada en el [upus (Shi, Wang et al. 2007). Ademas se
ha encontrado que DCs aisladas a partir de ratones con lupus y activadas con LPS son
deficientes en su capacidad de reprimir la secrecién de auto-anticuerpos por parte de las
células plasmaticas (Gilbert, Carnathan et al. 2007), por lo que el TLR-4 y su principal

ligando LPS podrian cumplir un papel a través de las DCs en la patogénesis del [upus.

Otro receptor, ¢l TLR-9 es un receptor intracelular el cual reconoce motivos
hipometilados de CpG presentes en el ADN de virus y bacterias. La activacion del TLR-
9 requiere la internalizacion de los ant{genos hacia el compartimiento endosomal tardio
o hacia el compartimiento lisosomal (Pasare and Medzhitov 2004). Estudios recientes
han demostrado que algunos TLRs, especialmente el TLR-9 y el TLR-7, estdn asociados
con el desarrollo del LES. Se ha determinado que complejos inmunes presentes en €l
suero de pacientes con lupus son capaces de inducir [a expresion del ARN mensajero de
citoquinas en células transfectadas con TLR-9 y FcRlila, lo que indica que el TLR-9

podria ser uno de los receptores que estdn participando en la iniciacion o mantenimiento

de la respuesta autoinmune caracteristica del lupus (Means, Latz et al. 2005). Ademas,




se ha determinado que la inyeccién de CpG (ligando del TLR-9) en ratones con lupus
acelera el desarrollo de la glomerulonefritis. Este CpG actia a varios niveles entre los
cuales se ha propuesto la activacidn de DCs (Pawar, Patole et al. 2006). Mas ain,
secuencias inhibidoras de los TLR-7 y TLR-9 disminuyen los niveles de anticuerpos
anti-ADN de doble hebra y previenen el dafio del rifién (Pawar, Ramanjaneyulu et al.
2007). Por lo tanto los ligandos de TLR-9 (CpG) y TLR-7 (R837) podrian jugar un papel
importante en la iniciacién de la respuesta autoinmune en el lupus a través de la

activacion de las DCs.

CITOQUINAS Y LUPUS

El reconocimiento de los patdgenos por las DCs es extremadamente dependiente
de los receptores TLRs, La naturaleza de los patégenos modularia el tipo de citoquinas
que las DCs secretan permitiendo que ellas induzcan diferentes tipos de respuestas

inmunes. (Reis e Sousa, Diebold et al. 2003).

Las citoquinas son proteinas de bajo peso molecular, producidas por una
variedad de células, las cuales cumplen un rol fundamental en el desarrollo,
diferenciacion y regulacion de las células de Ia respuesta inmune. Es por esto que una
desregulacion de la produccién de citoquinas o de la accién de éstas podria jugar un

papel central en el desarrollo de autoinmunidad y en el de enfermedades autoinmunes

(Horwitz and Jacob 1994; O'Shea, Ma et al. 2002).




Interleuquina-10 (IL-10) es una citoquina predominantemente anti-inflamatoria
que inhibe la actividad de los macréfagos y de las DCs, aunque se ha demostrado que
puede adquirir una actividad pro-inflamatoria durante el desarrollo de la respuesta
inmune (Sharif, Tassiulas et al. 2004). En ratones, las subpoblaciones de DCs del bazo
CD8+ y CD8-CD4- tienen la capacidad de producir tanto IL-12 p70 como IL-10,
dependiendo de la naturaleza del patdgeno. Por el contrario, la subpoblacién de DC
CD4+ es incapaz de producir IL-12 p70 en respuesta a los mismos estimulos (Reis €

Sousa, Diebold et al. 2003).

Existen diversos estudios que relacionan a la IL-10 como un factor clave en la
patogénesis del lupus. En humanos, se ha encontrado un aumento de 1IL-10 en el suero
de pacientes con lupus comparado con individuos control. Ademas, el titulo de IL-10 en
el suero se correlaciona con la actividad de la enfermedad y con la produccion de auto-
anticuerpos contra ADN de doble hebra (Park, Lee et al. 1998; Chun, Chung et al.

2007).

IL-10 estimula la proliferacién y diferenciacion de linfocitos B humanos a
células plasmaticas (Rousset, Garcia et al. 1992). Ademas, se ha demostrado que la
adicién de IL-10 aumenta la produccién espontanea de las inmunoglobulinas IgM, IgG e
IgA producidas por las células mononucleares de la sangre periférica de pacientes con
lupus (Llorente, Zou et al. 1995). Por otra parte, un estudio en 6 pacientes con lupus
demostré que el tratamiento con un anticuerpo anti- IL-10 es capaz de revertir las

lesiones cutédneas y los problemas reumatologicos presentes en estos pacientes (Llorente,



Richaud-Patin et al. 2000). En un modelo murino de lupus (BWFI) el tratamiento con
anticuerpos anti-IL-10 retrasa el desarrollo de las manifestaciones de la enfermedad y
por el contrario, la continua administracion de IL-10 en ratones con susceptibilidad al
lupus acelera el desarrollo de la enfermedad (Ishida, Muchamuel et al. 1994). Sin
embargo, la misma cantidad de IL-10 administrada a una cepa no autoinmune no induce
los sintomas de enfermedad, por lo que IL-10 por si sola no seria capaz de inducir la
enfermedad en ratones normales. Todos estos antecedentes sugieren que IL-10 cumpliria

un rol patolégico en el desarrollo de la enfermedad.

CELULAS DENDRITICAS Y LINFOCITOS B

Los linfocitos B son activados gracias al reconocimiento del antigeno a través del
entrecruzamiento de los receptores de los linfocitos B y de la co-estimulacion de los
linfocitos T de ayuda, ademas se ha sugerido que los linfocitos B pueden bajar su umbral
de activacion gracias al entrecruzamiento de los receptores del complemento en los
linfocitos B (Carroll 2004). Se ha determinade que las DCs foliculares expresan
receptores del complemento y se ha visto que la expresion de estos receptores es
importante para el desarrollo de la respuesta humoral (Fang, Xu et al. 1998). Por otra
parte, las DCs pueden internalizar el antigeno para ser presentado a los linfocitos T y
ademds pueden reciclar los antigenos, en forma intacta, hacia la superficie celular, donde
ahora se encuentran disponibles para ser capturados por los linfocitos B (Wykes, Pombo
et al. 1998). Los complejos inmunes capturados por la DCs a través del receptor

FcyRIIB son retenidos en un compartimento vesicular no degradativo por hasta 48h y
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son presentados a linfocitos B virgenes (Bergtold, Desai et al. 2005), por lo tanto las
DCs pueden actuar como fuente de antigeno para los linfocitos B y asi ayudar
directamente en su activacion. En un estudio por microspia intravital de dos fotones se
muestra la interaccidn directa de DCs y linfocitos B en la region extrafolicular en los
linfonodos. Esta interaccién es requerida para que los linfocitos B reconozcan su
antigeno, lo que resalta la importancia de las DCs en la inducci6n de la respuesta inmune
humoral (Qi, Egen et al. 2006). Tanto las cDCs, como las pDCs se han descrito como
reguladores positivos de la inmunidad, al promover el crecimiento y la diferenciacion de
células B a células plasmaticas, a través de la secrecién de IL-12, IL-6, IL-10, BAFF y
APRIL (Balazs, Martin et al. 2002; MacLennan and Vinuesa 2002; Jego, Palucka et al.
2003). Las DCs pueden modular directamente el crecimiento y la diferenciacidn de los
linfocitos B (Dubois, Vanberviiet et al. 1997, Fayette, Durand et al. 1998). Todos estos
antecedentes sugieren que un defecto en las DCs podria desencadenar la activacion y
diferenciacidn descontrolada de la respuesta inmune humoral, lo que tendria una gran

relevancia para el desarrollo y la mantencion del lupus.

MODELOS MURINOS DE LUPUS

RATONES BWF1

El modelo murino BWF1 es una cruza de las cepas New Zealand Black (NZB) y
New Zealand White (NZW). Esta cepa desarrolla espontdneamente una enfermedad
autoinmune caracterizada por la produccién de anticuerpos antinucleares (ANA) y por el

desarrollo de una glomerulonefritis fatal mediada por complejos inmunes. El 50% de los
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ratones muere alrededor de los 9 meses. Los anticuerpos antinucleares poseen multiples
especificidades contra diferentes antigenos enire los cuales se encuentran el ADN de
simple hebra (ADN-sh), el ADN de doble hebra (ADN-dh), el ARN y complejos de
proteinas nucleares con acidos nucleicos (Gioud, Kotzin et al. 1983). En este modelo las
hembras son mds susceptibles a desarrollar la enfermedad que los machos (Gubbels,
Jorgensen et al. 2005). Estas caracteristicas se asemejan a las encontradas en el lupus
humano. Estos ratones ofrecen un excelente modelo para el estudio de varias de las

anormalidades inmunoldgicas caracteristicas del fupus.

RATONES B6Nba2

El desarrollo de cepas congénicas del modelo BWF1, las cuales expresan
diferentes segmentos de los genomas de las cepas parentales NZB y NZW en un fondo
genético no autoinmune, ha permitido la identificacion de varias regiones de
susceptibilidad al lupus. El ratéon B6.Nba2, el cual expresa la region de susceptibilidad
del lupus Nba2 (New Zealand Black autoimmunity 2) derivado del cromosoma 1 distal
de la cepa parental NZB, desarrolla niveles elevados de anticuerpos antinucleares en el
suero y el deposito de complejos inmunes en el glomérulo del rifidn, el cual sin embargo
no desarrolla glomerulonefritis y por lo tanto no muestra un dafio renal (Clynes, Dumitru
et al. 1998). Cuando la cepa B6.NbaZ se cruza con la cepa NZW estos ratones
desarrollan auto-anticuerpos y dafio renal casi idénticos a los encontrados en el modelo
BWF1, lo que sugiere que la regién Nba2 es una de las mayores contribuyentes a la

enfermedad derivados de la cepa NZB. Ademas, esto nos permite separar los fendmenos
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relacionados a la produccidn de auto-anticuerpos de aquellos relacionados al dafio renal.
Los ratones B6.Nba2 comparados con los ratones B6 muestran un aumento de las
células del bazo, tanto en células B como en células T. Qtros estudios han relacionado al
locus Nba2 con anormalidades en los linfocitos B (Atencio, Amano et al. 2004). Sin
embargo, no existen actualmente estudios relacionados con la funcién de las DCs en este

modelo, lo cual lo convierte en un modelo interesante para el estudio de estas células.

Ademas del modelo B6.Nba2, en este trabajo se utilizaron otras cepas congénicas
al modelo B6.Nba2. En estas cepas se introdujeron distintos segmentos del locus Nba2
en un fondo génico normal C57-Bl6 (B6). Estos ratones se denominan L5, L9, L11, L12

y L13 (Figura 1), dentro de los cuales L5 contiene el locus Nba2 completo.

Lyios

Tnfsf1g Trp

cd3;  Fegr2bl | 1fi202 Tirs

, 1366 Dertithon I

-

‘-i
i i
| ] 1
L5 me -
e 3
i ] it
t11 H R
L1z ¥ 1 It
4 ] ] it
Llsl ] 1 14
- - L] . L3 |
-~ 8 2 e = =]
@ a o a a b

Figura 1. Mapa del locus de susceptibilidad Nba2. La figura muestra el mapa de la
regién de susceptibilidad Nba2. Esta regién pertenece al cromosoma 1 de la cepa de
ratones NZB. El ratén L5 posee el locus Nba2 completo. Los ratones L9, L11, L12 y

L13 poseen diferentes segmentos de este locus.
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HIPOTESIS

Las células dendriticas provenientes de ratones con lupus tienen un defecto que
les permite iniciar 0 mantener una respuesta antoinmune. Este defecto podria deberse a
una alteracién intrinseca de la célula dendritica o a una alteracion provocada por una

diferenciacidon o maduracidn en un microambiente anormal.

OBJETIVO GENERAL

Estudiar el rol de las células dendriticas en un modelo murino de Lupus

Eritematoso Sistémico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Comparar el fenotipo de DCs derivadas de precursores de médula dsea y de DCs
de bazo de ratones con lupus y normales,

2. Comparar la funcionalidad de las células dendriticas derivadas de precursores de
médula 6sea y de las DCs de bazo de ratones con lupus y normales en respuesta
a diferentes estimulos patogénicos.

3. Evaluar la influencia de DCs derivadas de precursores de medula 6sea y de DCs
de bazo de ratones con lupus y normales sobre la diferenciacién de los linfocitos

B a células plasmaticas.
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MATERIALES Y METODOS

Ratones.

Las cepas de ratones New Zealand Black (NZB) y New Zealand White (NZW)
fueron compradas en The Jackson Laboratory (Maine, USA) y se cruzaron para generar
la cepa de ratones lupicos NZB x NZW F1 (BWF1). La cepa B6.Nba2 (L5), la cual
contiene el locus Nba2 proveniente del cromosoma 1 de la cepa NZB inmerso en un
fondo génico normal C57B16 (B6), y las diferentes cepas de ratones derivadas a partir de
L35; las cepas de ratones L9, L11, L12 y L13, las cuales contienen diferentes segmentos
del locus Nba2 inmersas en un fondo génico normal B6, fueron donadas por el grupo de
Trine N Jorgensen de la Universidad de Colorado, USA. Las cepas de ratones Balb/c, B6
y la cruza de las cepas NZW y Balb/c (NZW x Balb/c) se utilizaron como cepas
controles. 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) o en la Universidad de Virginia (Charllotesville, USA). Los animales

fueron sacrificados mediante la exposicion a éter etilico.

Materiales.

RPMI Medium 1640, FBS, HBSS 10X, gentamicina y 2-ME de (GIBCO, Invitrogen
Corporation, USA), BSA, LPS y azul de fripan de (Sigma, USA), rmGM-CSF

(Pharmingen, USA), Tween 20 y EDTA de (Merck, USA), ODN 1680 (CpG) y R837 de
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(Invivogen, USA).

Obtencion de sueros para ELISA.

Los sueros de los diferentes ratones se obtuvieron a partir de un corte sagital de
vena de la cola. La sangre obtenida se dejo ON. a 4°C y la fraccion liquida se recupero y

centrifugo a 1800rpm por 10 minutos a 4°C para luego recuperar €l suero.

ELISA para la deteccion de anticuerpos anti-ADN de doble hebra (ADN-dh).

El ELISA se realizé en placas de fondo plano de 96 pocillos de poliestireno
(Nalge Nunc International, USA). Como antigeno se utilizaron 100pl/pozo de una
solucién a 31pg/ml de ADN de timo de cabra (Sigma, USA) en buffer SSC (NaCl
0,15M vy citrato de Sodio 0,015M PHS8). Las placas se incubaron durante 18 horas a
37°C y se lavaron tres veces con una solucion de PBS (Na,HPO4 162mM, NaH,PO,
38mM, NaCl 308mM)-Tween 0,05%. Luego, las placas se bloquearon, durante 1 hora a
temperatura ambiente, con PBS-BSA 1,5% y se lavaron tres veces con una solucién de
PBS-Tween 0,05%. Los sueros se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente a
una dilucion de 1/500 en PBS-Tween 0,05%. Esta dilucién se determiné previamente
usando diferentes concentraciones del antigeno y del suero de ratones BWF1. Luego, las
placas se lavaron tres veces con PBS-Tween 0,05% y se incubaron, durante 1 hora a
temperatura ambiente, con una diluciéon de 1/2000 del anticuerpo secundario hecho en

cabra anti-Ig de ratén conjugado a HRP (DAKO, USA) en PBS-Tween 0,05%. Por
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ultimo, las placas se lavaron cinco veces con PBS-Tween 0,05% y se agregaron 100yl
por pozo del sustrato proveniente del kit TMB Substrate Reagent Set (BD Bioscicence,
USA), la reaccion se detuvo usando 50 pl de una solucién de HsP0s 1M (Merck, USA) y

las placas se leyeron a 450nm usando un espectrofotémetro JENWAY, UK).

Extraccion de niicleos de esplenocitos.

Los esplenocitos se obtuvieron a partir del bazo de dos ratones Balb/c el cual se
disecé y perfundié con 5 ml de RPMI-FBS 10%, los globulos rojos se lisaron con 2 mi
de una solucién hipoténica de cloruro de amonio (NH4CI 0,15M, KHCO; 10mM vy
Na,EDTA 0,1imM, pH 7.2-7.4) durante 5 minutos a temperatura ambiente. Las células se
centrifugaron a 1850 x g durante 5 minutos a 4°C y se transfirieron a un tubo eppendorf
en el minimo de volumen. Se determiné el volumen del precipitado y se agregaron 5
volimenes de una solucién hipoténica (HEPES 10mM PH 7,9 a 4°C, MgCl, 1,5mM,
KCI 10mM, PMSF 0,2mM y DTT 0,5mM, estos dos ultimos agregados justo antes de
usar) y se centrifugaron a 1850 x g durante 5 minutos a 4°C, El precipitado se
resuspendié en 3 volimenes de la solucién hipoténica respecto del volumen del
precipitado original y se incubd durante 10 minutos en hielo. Luego, las células se
transfirieron a un homogenizador de Dounce y se macerd 10 veces vigorosamente para
lisar las células. El porcentaje de lisis se evalué mediante la tincién con azul de Tripan
(0,4% p/v de azul de Tripan/PBS) antes de la lisis, el porcentaje de células muertas luego
de la lisis debe ser mayor a un 80%. Posteriormente, el lisado se centrifugd a 3300 x g

durante 15 minutos a 4°C y el precipitado se resuspendié con 0,5 volimenes del
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precipitado en una solucion de baja salinidad (HEPES 20mM PH 7,9 a 4°C, glicerol
25%, MgCl, 1,5mM, KCI 0,02M, EDTA 0,2mM, PMSF 0,2mM y DTT 0,5mM, estos
dos tiltimos agregados justo antes de usar) y se agregaron con agitacion y gota a gota el
mismo volumen que en el paso anterior de una solucidn de alta salinidad (HEPES 20mM
PH 7,9 a 4°C, glicerol 25%, MgCl, 1,5mM, KCI 1,2M, EDTA 0,2mM, PMSF 0,2mM y
DTT 0,5mM, estos dos tiltimos agregados justo antes de usar) y se incub6 en agitacién
durante 30 minutos a 4°C, al cabo de los cuales se centrifugd durante 30 minutos a
25000 x g a 4°C y se colecto el sobrenadante. Luego, los sobrenadantes se dializaron
durante 1 hora a 4°C, contra 50 volimenes de una solucién de didlisis (HEPES 20mM
PH 7,9 a 4°C, glicerol 20%, KC1 100mM, EDTA 0,2mM, PMSF 0,2mM y DTT 0,5mM,
estos dos tltimos agregados justo antes de usar). Por ultimo, la solucién dializada se
centrifugd a 25000g durante 20 minutos a 4°C y se colect6 el sobrenadante con los
extractos nucleares. Se determiné la concentracion de protefnas mediante el método de

Bradford (Bradford 1976) y se almacend a -80°C.

ELISA para la deteccion de anticuerpos antinucleares (ANA).

El ELISA se realizé en placas de fondo plano de 96 pocillos de poliestireno
(Nalge Nunc International, USA). Como antigeno se utilizaron 100pi/pozo del extracto
de niicleos de esplenocitos de Balb/c diluido a una concentracién de Spg/ml en PBS, las
placas se incubaron durante la noche a 4°C, Luego, las placas se lavaron tres veces con
PBS-Tween 0,05% y se bloquearon, durante 1 hora a temperatura ambiente, con PBS-

BSA 1,5%. Posteriormente, las placas se lavaron tres veces con PBS-Tween 0,05% y se
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incubaron, durante 1 hora a temperatura ambiente, con los sueros de los diferentes
ratones a una dilucién de 1/50 en PBS-Tween 0,05%. La dilucion de los sueros se
determiné previamente usando diferentes concentraciones del antigeno y del suero de
ratones BWF1. Luego, las placas se lavaron tres veces con PBS + Tween 0,05% y se
incubaron, durante 1 hora a temperatura ambiente, con el anticuerpo secundario hecho
en cabra anti-raton Ig conjugado a HRP a una dilucién de 1/2000 en PBS-Tween 0,05%.
Por tltimo, las placas se lavaron cinco veces con PBS-Tween 0,05% y se agregaron
100ul por pozo del sustrato proveniente del kit TMB Substrate Reagent Set (BD
Bioscicence, USA), la reaccion se detuvo usando 50 pl de una solucion de HiP0, IM y

las placas se leyeron a 450nm vsando un espectrofotometro.

Elisa para la deteccién de anticuerpos anti-histonas.

El ELISA se realizd en placas de fondo plano de 96 pocillos de poliestireno
(Nalge Nunc International, USA). Como antigeno se utilizaron 100pl/pozo de histonas
diluido a una concentracién de 50pg/ml en un tampén de Sodio Bicarbonato (NaHCO;
0,1M, PH 9.8), las placas se incubaron durante la noche a 4°C. Luego, las placas se
lavaron tres veces con PBS-Tween 0,05% y se bloquearon, durante 1 hora a temperatura
ambiente, con PBS-BSA 1 %. Posteriormente, las placas se lavaron tres veces con PBS-
Tween 0,05% y se incubaron, durante 1 hora a temperatura ambiente, con los sueros de
los diferentes ratones a una dilucion de 1/100 en PBS-Tween 0,05%. La dilucién de los
sueros se determind previamente usando diferentes concentraciones del antigeno y del

suero de ratones L5. Luego, las placas se lavaron tres veces con PBS + Tween 0,05% y
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se incubaron, durante 1 hora a temperatura ambiente, con el anticuerpo secundario hecho
en cabra anti-ratén IgG conjugado a AP (Southern Biotech, USA) a una dilucién de
1/1000 en PBS-Tween 0,05%. Por tltimo, las placas se lavaron cinco veces con PBS-
Tween 0,05% y se agregaron 100pl por pozo del sustrato para la peroxidasa diluido a
1/2000 en la solucién de revelado (NaHCO; 0.05M, 0.1g CIMg PH 9,8), la reaccion se
detuvo usando 50 pl de una solucién de NaOH 0,2M y las placas se leyeron a 450nm

usando un espectrofotémetro.

Elisa para la deteccion de anticuerpos anti-ADNhs.

El ELISA se realizd en placas de fondo plano de 96 pocillos de poliestireno
(Nalge Nunc International, USA). Como antigeno se utilizaron 100pl/pozo de ADN de
hebra simple diluido a una concentracion de 50ug/ml en un tampén de Sodio
Bicarbonato (NaHCO3 0,1M, PH 9.8), las placas se incubaron durante la noche a 4°C.
Luego, las placas se lavaron tres veces con PBS-Tween 0,05% y se bloquearon, durante
1 hora a temperatura ambiente, con PB5-BSA 1 %. Posteriormente, las placas se lavaron
tres veces con PBS-Tween 0,05% y se incubaron, durante 1 hora a temperatura
ambiente, con los sueros de los diferentes ratones a una dilucién de 1/100 en PBS-
Tween 0,05%. La dilucién de los sueros se determiné previamente usando diferentes
concentraciones del antigeno y del suero de ratones LS. Luego, las placas se lavaron tres
veces con PBS + Tween 0,05% y se incubaron, durante 1 hora a temperatura ambiente,
con el anticuerpo secundario hecho en cabra anti-ratén IgG conjugado a AP (Southern

Biotech, USA) a una dilucién de 1/1000 en PBS-Tween 0,05%. Por {iltimo, las placas se
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lavaron cinco veces con PBS-Tween 0,05% y se agregaron 100pl por pozo del sustrato
para la peroxidasa diluido a 1/2000 en la solucién de revelado (NaHCO3 0.05M, 0.1g
CIMg PH 9,8), la reaccidn se detuvo usando 50 ui de una solucién de NaOH 0,2M y las

placas se leyeron a 450nm usando un espectrofotometro.

Citometria de Flujo

Para la caracterizacién del fenotipo de las células dendriticas (DCs) de bazo y
médula dsea, y el de las células plasmdticas en los co-cultivos de linfocitos B con DCs,
se utilizaron los siguientes anticuerpos monoclonales; CD11b FITC (clon M1/70), CD19
PE Cy5.5 (clon 6D5), CD11c¢ PE Cy7 (clon N418) de eBioscience Inc, USA; CD86 PE
(clon GL-1), CD80 PE (clon 16-10A1), CD45R/B220 PE TEXAS-RED (clon RA3-
6B2), I-A/I-E APC (clon M5/114.15.2), CD45R/B220 PE Cy7 (clon RA3-6B2), CD1 lc
APC (clon N418) de Biolegend, USA y CDilc APC (clon HL3), CD138 APC (clon
281-2) de BD Bioscience Pharmingen, USA. Para determinar viabilidad se utilizé
7AAD (BD Bioscience Pharmingen, USA), PI (Sigma Aldrich, USA) y LIVE/DEAD

Fixable Violet Dead Cell Stain Kit (Invitrogen, USA).

Las células se incubaron con las correspondientes combinaciones de los
anticuerpos diluidos en HBSS-NRS 5% durante 20 minutos a 4°C. Posteriormente las
células se lavaron una vez con HBSS y se centrifugaron a 300 x g durante 5 minutos a
4°C y el precipitado se resuspendi6 en aproximadamente 300 ul de HBSS para luego ser

evaluadas en un citometro de flujo CyAn™ ADP LX de 9 colores (DAKO, USA), o en
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un FACScan (BD Bioscience, USA). Los andlisis de los datos se hicieron utilizando los

software Flowjo (Tree star, USA).

Generacion de células dendriticas de médula 6sea (BMDCs).

La tibia y el fémur de los diferentes ratones se incubaron por 1 minuto a
temperatura ambiente en ETOH 70%. Las extremidades de los huesos se cortaron en
pequefios pedazos para obtener los precursores contenidos en ellas y los huesos se
perfundieron con 10ml de RPML. Posteriormente, los glébulos rojos se lisaron en 1ml de
una solucién hipoténica de cloruro de amonio (NH4Cl 0,15M, KHCO; 10mM y
Na,EDTA 0,1mM, pH 7,2-7,4) durante 5 minutos a temperatura ambiente. Finalmente
las células se resuspendieron a 1x10° células/ml de medio de diferenciacion (RPMI, FBS
10%, 2-ME 50pg/ml, gentamicina 50pg/ml y rmGM-CSF 10ng/ml) y se cultivaron
durante 5 dias en una placa de 24 pocillos (Nalge Nunc International, USA) en un
volumen de 1 ml de medio de cultivo. Durante los dias 2 y 4 del cultivo se realizo un
cambio de medio, reemplazando 800 pl del medio antiguo por un 1 ml de medio fresco
con las concentraciones de rmGM-CSF originales. Al dia 5 de cultivo las células se
recuperaron y se lavaron una vez con una solucién T-MACS (PBS, EDTA 2mM, FBS
5%) v se incubaron durante 20 minutos a 4°C con agitacién con 30ul de MACS anti-
CD11c de ratén (clon N418) (Miltenyi Biotec, Alemania) por cada 1x10® de células
totales en 300ul de T-MACS. En seguida, las células se lavaron una vez con 10ml de T-

MACS, se resuspendieron a 1x10® células/ml en T-MACS y se seleccionaron
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positivamente usando un magneto (VarioMACS) y columnas LS de acuerdo a las
instrucciones del fabricante (Miltenyi Biotec, Alemania). Se colect6 la fraccion positiva

la cual contiene las DCs.

Activacion de las BMDCs.

Las BMDCs se cultivaron a una concentracién de 4x10° células/mi en 200ul de
RPMI-FBS 10% en una placa de 96 pocillos de fondo redondo, en presencia de
100ng/ml de LPS o 10pg/ml de CpG (ODN 1680) durante 24 horas. Se determind la
secrecién de la citoquina IL-10 en los sobrenadantes de los cultivos mediante ELISA de

captura,

ELISA de captura para las citoquinas IL-10 e IL-6.

Para la determinacion de IL-10 se utilizd el kit Duo Set mouse IL-10 (R&D
Systems, USA) o el kit mouse IL-10 ELISA Set (BD Bioscience, USA) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. Para la determinacién de IL-6, se utilizd6 [100ul del
anticuerpo anti- IL-6 de ratén (clon MP5-20F3) (eBioscience, USA) a 2ug/ml diluido en
PBS para cubrir las placas de 96 pocillos de fondo plano de alta afinidad (Corning
Costar, USA), las placas se incubaron durante la noche a 4°C. Posteriormente las placas

se lavaron tres veces con PBS-Tween 0,05% y se bloquearon 1 hora a temperatura

ambiente, con PBS-BSA 1%. Los sobrenadantes a evaluar se agregaron sin diluir y se




incubaron durante dos horas a temperatura ambiente. Luego las placas se lavaron cinco
veces con PBS-Tween 0,05% y se agregd a una dilucién de 1/1000 el anticuerpo anti-
ratén IL-6 biotina (clon MP5-32C11) (eBioscience, USA). Como referencia se utilizé
una dilucién seriada de la citoquina recombinante murina IL-6 (Peprotech Inc, USA)
partiendo de 2000pg/ml. Todos los ELISA se revelaron usando el kit TMB Substrate
Reagent Set (BD Bioscicence, USA), la reaccion se detuvo usando 50pl H3P0s IM y las

placas se leyeron a 450nm usando un espectrofotometro,

Purificacion de las células dendriticas (DCs) de bazo.

El bazo de los diferentes ratones se disgregd mecénicamente y se resuspendio en
4,5ml de RPMI-FBS 10%. Las células se digirieron en presencia de 1mg/ml de
colagenasa D (Roche, USA) y 20ug/ml de DNAsa (Sigma, USA), durante 1 hora a 37°C
en rotacion. Posteriormente, las células se pasaron a través de un tamiz metalico de
90um y los globulos rojos se lisaron en 1ml de una solucién hipotdnica de cloruro de
amonio (NH,Cl 0,15M, KHCO; 10mM y Na;EDTA 0,1mM, pH 7,2-7,4) durante 5
minutos a temperatura ambiente. En seguida, las células se lavaron una vez con 10ml de
T-MACS (PBS, EDTA 2mM, FBS 5%) y se incubaron durante 20 minutos a 4°C con
agitacion con 50ul de MACS anti-CD1lc de ratén (clon N418) (Miltenyi Biotec,
Alemania) por cada 1x10° de células totales en 300pl de T-MACS. En seguida, las
células se lavaron una vez con 10ml de T-MACS, se resuspendieron a 1x10® células/ml

en T-MACS y se seleccionaron positivamente usando un magneto (VarioMACS) y
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columnas LS de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Miltenyi Biotec, Alemania).

Se colectd la fraccion positiva la cual contiene las DCs.

Purificacion de las DCs de bazo mediante cell sorting.

Se realizé un enriquecimiento de las DCs de bazo de acuerdo al protocolo
previamente descrito para la purificacion de DCs de bazo con perlas magnéticas. Las
DCs enriquecidas, se marcaron durante 20 minutos a 4°C en HBSS-NRS 5% con
diferentes combinaciones de anticuerpos dependiendo de la subpoblacion de DCs a
seleccionar. Las células se lavaron una vez con HBSS y se resuspendieron a 20x10°
células/ml en HBSS y se agregd 0,5ug/ml de DAPI (Invitrogen, USA) para determinar
viabilidad. La separaciéon celular se realizdé usando un DIVA FACSVantage SE

TurboSort™ (Becton Dickinson, USA) en la Universidad de Virginia.

Activacion de las DCs de bazo.

Las DCs se cultivaron durante 24 horas a una concentracién de 4x10° células/ml,
a menos que se indique lo contrario, en 200l de RPMI-FBS 10% en una placa de 96
pocillos de fondo redondo, en presencia de 100ng/ml de LPS, 10pg/ml de CpG (ODN

1680) o 10pg/ml de R837. Se determiné [a secrecidn de las citoquinas IL-10 e IL-6 en

los sobrenadantes de los cultivos mediante ELISA de captura.
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Tincion de GIEMSA,

Las DCs de bazo (CD11c+ CDI19-y CDilc+ CD19+) y los linfocitos B (CD11c-
B220+) se purificaron por cell sorting en base a la expresién de CD11c y CD19. Las
células se lavaron una vez con PBS, se resuspendieron en 200ul de PBS y se
centrifugaron a 7500 rpm durante 10 minutos en una centrifuga para portaobjetos
(Cytospin 2, Shaddon). Los portacbjetos con las células se secaron al aire durante 15
minutos y se fijaron en metanol 95% durante 5 minutos a temperatura ambiente. Luego
los portaobjetos se tifieron con una solucion de Giemsa (Sigma, USA) durante 10
minutos a temperatura ambiente, se lavaron 3 veces en PBS y se montaron en una

solucion de montaje. Todas las imagenes se tomaron con una magnificacion de 40x.

Co-cultivo de linfocitos B con DCs de bazo.

Las DCs de bazo CD11c” de ratones B6 o L5 se aislaron de acuerdo al protocolo
de purificacion de células dendriticas de bazo por cell sorting. Los linfocitos B (LB) se
purificaron a partir del bazo de ratones B6. Los glébulos rojos se lisaron por incubacion
en 2 ml de una solucion hipoténica de cloruro de amonio (NH4Cl 0,15M, KHCO; 10mM
y NaxEDTA 0,lmM, pH 7,2-7,4) durante 5 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, las células se lavaron una vez con RPMI-FBS 10% y los linfocitos T se

eliminaron mediante lisis con complemento. Para esto, las células se resuspendieron en

10 ml de RPMI-FCS 5% y se agregaron 200y del anticuerpo HO.314 (anti-Thyl.1) en
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agitacion a 4°C durante 30 minutos. En seguida, las células se lavaron una vez con
RPMI-FCS 5% y se incubaron en 10 ml de RPMI-FCS 10% + 300 pl de complemento
de conejo durante 45 minutos a 37°C en el bafio termorregulador. Las DCs (0,05x10°
células/pocillo) y los linfocitos B (0,1x10° células/pocillo) se co-cultivaron durante 6
dias en una placa de 96 pocillos en 200 pl de medio de cultivo completo (cRPMI)
(RPMI, FBS 10%, 2ME 50pM, HEPES 100mM, Piruvato de Sodio 10mM), en
presencia o ausencia de 10pg/ml de CpG (ODN 1628). Al dia 6 de co-cuitivo, se
determing la capacidad las DCs de inducir la diferenciacién de linfocitos B (B220*
CDI138) a células plasmaticas (B220" CD138") mediante citometria de flujo. Para
determinar el incremento de células plasmaticas debido a los diferentes tratamientos se
calcul6 la razon entre el niumero de células plasmaticas en cada tratamiento dividido por

el nimero de células plasmaticas en los linfocitos B no tratados.

Analisis Estadistico.

A menos que se indique lo contrario los andlisis estadisticos se realizaron usando el test
T de Student pareado con dos colas. En el caso del andlisis del incremento del porcentaje
de células plasmaticas se utilizo el test de ANOVA no pareado (el andlisis de varianza
en un sentido con test de comparaciones multiples de Newman-Keuls). Los resultados se
consideraron estadisticamente significativos si p<0,05. Para los andlisis estadisticos y la
confeccion de los grificos se utilizo el software GraphPad PRISM 4 (GraphPad

Software, Inc., USA).
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RESULTADOS

Los ratones lapicos presentan niveles elevados de auto-anticuerpos en ¢l suero, los

cuales se correlacionan con la presencia de Ia region central del locus Nba2.

El modelo murino de lupus BWF1, es uno de los modelos que més se asemeja a
la enfermedad en humanos. En este modelo las hembras desarrollan, a partir de dos
meses, niveles elevados de auto-anticuerpos especificos contra antigenos nucleares
(ANA) y a partir de los 5 meses, una glomerulonefritis la cual se manifiesta con el
desarrollo de proteinuria. Dentro de los ANA, los auto-anticuerpos especificos para el
ADN de doble hebra (ADN-dh) se correlacionan con la actividad de la enfermedad en
humanos (ter Borg, Horst et al. 1990). Al evaluar los niveles de auto-anticuerpos en el
suero de los ratones encontramos que ratones BWF1 presentan niveles séricos elevados
de ANA y de auto-anticuerpos contra ADN-dh comparado con ratones normales
NZWxBalb/c F1 de igual sexo y edad (Figura 2A y 2B), esto determinado por una
mayor absorvancia a 450nm en el ELISA. En todos los experimentos realizados en este

modelo se utilizaron ratones hembras mayores de 5 meses y que presentaban proteinuria.

El modelo murino B6.Nba2 contiene el locus de susceptibilidad Nba2 (New
Zealand Black autoimmunity 2) en un fondo génico normal B6. El locus Nba2 es una
region génica derivada del cromosoma 1 de la cepa parental NZB. En este trabajo se
utilizaron diferentes cepas congénicas al modelo B6.Nba2, en las cuales distintos

segmentos del locus Nba2 se introdujeron en un fondo génico normal C57-Bl6 (B6).
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Figura 2. Los ratones con susceptibilidad al lupus BWF1, L5 y L13 desarrollan
altos niveles de auto-anticuerpos en el snero comparado con ratones normales B6 o
NZWxBalb/c F1. Se determinaron los niveles de secrecion de diferentes auto-
anticuerpos caracteristicos del lupus. (A) Elisa de anticuerpos anti-ADN de doble hebra
en ratones normales NZWxBalb/c y lipicos BWF1. Los sueros se utilizaron a una
dilucion de 1/500. (B) Elisa de anticuerpos anti-antigenos nucleares (ANA) en ratones
normales NZWxBalb/c y en ratones lipicos BWF1. Los sueros se utilizaron a una
dilucién de 1/50. (C) Elisa de anticuerpos anti-ADN de hebra simple en ratones
normales B6 y lapicos LS5, L9, L11, L12 y L13. Los sueros se utilizaron a una dilucién
de (D) Elisa de anticuerpos anti-histonas en ratones normales B6 y lupicos L5, L9, L11,
112 y L13. Los sueron se utilizaron a una dilucién de . Cada punto representa un ratén
diferente. El andlisis estadistico se realizé mediante un test T de Student. *p<0,05 y ***

p<0,001.
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Las diferentes cepas congénicas a Nba2 se denominaron como L5, L9, L11, L12
y L13 (Figura 1), dentro de los cuales L5 contiene el locus Nba2 completo. Todos los
experimentos se realizaron con ratones hembras mayores de 4 meses. Al evaluar los
niveles de auto-anticuerpos en este modelo, se encontré que los ratones L5, que
contienen el locus Nba2 completo y L13 que posee un segmento central de esta region
(ver Figura 1), poseen altos niveles séricos de ANA, especificos contra el ADN de
hebra simple y contra histonas (Figura 2C y 2D). Estos resultados correlacionan los
niveles elevados de auto-anticuerpos presentes en el suero de los ratones B6.Nba2, a la

region central del locus Nba2, correspondiente a los genes presentes en los ratones L13.

Las BMDCs de ratones lipicos presentan un fenotipo similar al de BMDCs de
ratones normales y no muestran diferencias en su capacidad de secrecién de IL-10

en respuesta a LPS o CpG.

Se caracterizaron las DCs generadas a partir de precursores de médula 6sea
(BMDCs). Al evaluar el nimero de células presentes en la médula dsea de la tibia y el
fémur de los diferentes ratones (n=10 por grupo) se encontro que los ratones con lupus
BWF1 poseen un menor niimero de células en la médulas 6sea (Tabla 1) comparado con

la médula osea de ratones normales NZW x Balb/c F1.
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Tabla 1;: Namero de células en Ia médula ésea.

Ratones N° de células
NZW x Balb/c 33,61 £13,10
BWF1 20,15+ 9,142*

El andlisis estadistico se realizé mediante un test T de Student. * p<0,05.
n=10.

Para evaluar el fenotipo de las BMDCs de los diferentes ratones (n=3 por grupo),
se determind la expresion de dos marcadores de maduracidn de las DCs CD86 y las
moléculas de histocompatibilidad de clase II (MHC-II). Se encontrdé que el fenotipo de
las BMDCs provenientes de los ratones con lupus BWF1 y L5 es similar al de las

BMDCs proveniente de ratones normales (B6 o NZW x Balb/c F1) (Figura 3A y B).

A continuacién, se evalud la capacidad de las BMDCs provenientes de los
diferentes ratones de secretar IL-10 en respuesta a estimulos bacterianos puros. Para esto
las BMDCs se activaron por 24 horas en presencia de LPS o CpG, los cuales activan
TLR-4 y TLR-9 respectivamente. Se encontrd que la secrecion de IL-10 en respuesta a
LPS o CpG es similar entre las BMDCs provenientes de ratones lipicos y las BMDCs
provenientes de ratones normales (Figura 4A y B). En conclusién, estos resultados
muestran que no existen diferencias significativas entre las DCs generadas a partir de
precursores de médula ¢sea de ratones lipicos y normales respecto del fenotipo y de la

secrecion de IL-10 en respuesta a estimulos patégenicos.
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Figura 3. El fenotipo de las BMDCs generadas a partir de precursores de médula
Gsea de ratones con lupus es similar al de las BMDCs generadas de precursores de
médula 6sea normales. Las BMDCs se generaron de acuerdo al protocolo descrito en
materiales y métodos. Las BMDCs se marcaron con los anticuerpos para CD11¢c, CD86
y MHC-II y la intensidad media de fluorescencia (IFM) se evalu6 mediante citometria
de flujo. (A) IFM para MHC-II y CD86 en DCs de ratones BWF1 y nornales. (B) IFM
MHC-II y CD86 en ratones L5 y normales. Los graficos representan un experimento
representativo de tres. El analisis estadistico se realizo mediante el test T de Student.
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Figura 4: Las BMDCs de ratones con lupus secretan similares niveles de IL-10 en
respuesta a LPS y CpG comparadas con BMDCs de ratones controles. BMDCs de
los diferentes ratones con lupus (BWF1, LS), de las cepas parentales (NZB y NZW) y de
los ratones control (B6), se generaron de acuerdo al protocolo descrito en materiales y
métodos. (A) BMDCs se cultivaron a 4x10° celulas/ml en presencia de IOOng/ml de LPS
durante 24 horas. (B) BMDCs se cultivaron a 4x10° células/ml en presencia de 10pg/ml
de CpG durante 24 horas. En ambos casos la secrecion de IL-10 se determiné en los
sobrenadantes de los cultivos mediante un ELISA de captura. Cada punto representa un
ratén independiente. El andlisis estadistico se realizé mediante el test T de Student y
ANOVA vy las diferencias no fueron significativas.




El bazo de ratones lipicos posee un mayor porcentaje de pDCs y un mayor niamero

absoluto de ¢cDCs y de pDCs comparado con el bazo de ratones normales.

Las DCs de bazo se dividen principalmente en dos subpoblaciones, las DCs
convencionales (cDC), las cuales son CD11c+ CD11b+ B220- y las DCs plasmacitoides
(pDC) CDI11c+ CD11b- B220+, Se evalud el ntimero absoluto de ¢cDCs y pDCs en el
bazo de los diferentes ratones. Encontramos que el bazo de los ratones lipicos BWF1,
L5, L12 y L13 presentan un mayor nimero absoluto de DCs CD1lc+ B220+ (pDCs)
(Figura 5A) y de DCs CD1l1c+ B220- (cDCs) (Figura 5B) comparadas con el bazo de
ratones coniroles B6. El bazo de ratones lipicos LIl s6lo muestra diferencias
significativas en el niimero absoluto de las pDCs, mientras que el bazo de los ratones
lipicos L9 no muestra diferencias significativas en ninguna de las dos subpoblaciones

comparadas con el bazo de ratones controles.

Luego evaluamos el porcentaje de pDCs y ¢DCs en el bazo de los diferentes
ratones. Encontramos que los ratones lipicos BWFI, L5, L11, L12 y L13 poseen un
mayor porcentaje de pDCs (Figura 5C) comparado con el bazo de ratones normales y
que solo el bazo de los ratones 1.9 no muestra diferencias significativas en el porcentaje
de pDCs con respecto al bazo de ratones normales. Por el contrario, al evaluar el
porcentaje de cDCs, no encontramos diferencias significativas en el porcentaje de estas
DCs en el bazo de ratones liipicos comparado con el bazo de ratones normales (Figura
5D). Estos resultados muestran una alteracion en la diferenciacion o en el mantenimiento

de las DCs en el bazo de ratones lipicos, principalmente en las pDCs.
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Figura 5. El bazo de ratones con lupus posee un mayor porcentaje de pDCs
(CD11c¢" B220%) y un mayor niimero absoluto de pDCs y ¢DCs (CD11¢* B220). DCs
de bazo de ratones normales (B6) y de las diferentes cepas de ratones lipicos (L5, L9,
L11, .12, L13 y BWF1) se purificaron de acuerdo protocolo descrito en materiales y
métodos. Las DCs de bazo se marcaron con una combinacién de anticuerpos para
CDl1lc y B220 y se determind, mediante citometria de flujo, el niimero absoluto (A) y
el porcentaje (B) de las DCs convencionales (CD11c" B220") y las DCs plasmacitoides
(CD11c” B220™). El anlisis estadistico se realizé mediante un test T de Student, con un

n=3. * p<0,05; ** p[10,0] y *** p<0,001.




Las DCs de bazo de ratones lipicos presentan una alteracion en la expresion de

CD86 y MHC-II comparadas con DCs de bazo de ratones normales.

Luego de evaluar la frecuencia de las dos principales subpoblaciones de DCs del
bazo (pDCs y cDCs) se evalud su fenotipo, para esto se determiné la expresién de dos
marcadores de maduracion CD86 y MHC-II. Se encontré que las pDCs de ratones
lipicos poseen una menor expresion de CD86 (Figura 6A) y una mayor expresion de
MHC-II (Figura 6B) comparadas con pDCs de ratones normales. Ademads, se encontro
que las ¢DC de los ratones lupicos no muestran diferencias en la expresién de CD86
(Figura 7A) y que las cDCs de los ratones lipicos BWF1, L9 y L13 poseen una menor
expresion de MHC-II comparadas c¢DCs de ratones normales (Figura 7B). Estos
resultados muestran que ambas subpoblaciones de DCs del bazo de ratones lipicos

poseen una alteracion en el fenotipo, aunque este defecto es mas evidente en las pDCs.

36




200 80 80
» L9 B6
& 250 B6
z Be ” o
@ 1"
S ™ iR L
S 150 40 a0
o
s w00
E 20 3 20 .
2 s U (U
o - 0 - 0 .
1 T 1 1 W 1f 1d 1 1d 1 1 10 1d 1d 1d
CcD86 >
200 300 200
w
@ 250 250 250
s B6 B6 B6
@ 200 200 200
o L12 L13
S 150 150 150
o
‘g 100 100 100 BWF1
2 s 5o -
[ o ¥ [\
T 1d 1 vd 1d 1 1d 1 10 1d 1§ 1d 1 1 i
CcD8é
B 250 80 B0
8
3 200 0 -
o
Fy - B6 L5 L9 B6
r - B6 o L11
e w0
L5
§ S0 20 20
=z
ok - o 5
1@ 19 1d 1d W 1d 1d 1d 1d 1f T4 1d W 1d W
MHC-II o
250 250 250
s
35 200 200 200
@
LT B6 L12 150 B6 150 B6 BWF1
s L13
e o 100 100
2 s0 50 50
0 - o - -
16 10 16 10 1d W 1d ¢ 1d 1d @ 1d > 19 ”
MHC-lI >

Figura 6. Las pDCs de ratones liipicos presentan una menor expresion de CD86 y
una mayor expresion de MHC-II comparadas con pDCs de ratones normales. DCs
de bazo de ratones normales (B6) y de las diferentes cepas de ratones lupicos (L5, L9,
L11, L12, L13 y BWF1) se purificaron por MACS de acuerdo protocolo descrito en
materiales y métodos. Las DCs de bazo se marcaron para CD11c, B220, CD86 y MHC-
I1, la expresion de los diferentes marcadores se determind mediante citometria de flujo.
(A) Expresion de CD86 en las pDCs de ratones normales (negro) y de los diferentes
ratones lupicos (azul). B) Expresion de MHC-II en las pDCs de ratones normales
(negro) y de los diferentes ratones lupicos (azul). En gris se muestra el control de
isotipo. El grafico muestra un experimento representativo de tres experimentos
independientes.
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Figura 7. Las ¢DC de ratones L9, L13 vy BWF1 expresan menos MHC-II
comparadas con las ¢cDCs de ratones normales. DCs de bazo de ratones normales
(B6) y de las diferentes cepas de ratones lupicos (LS, L9, L11, L12, L13 y BWF1) se
purificaron por MACS de acuerdo protocolo descrito en materiales y métodos. Las DCs
de bazo se marcaron para CD11c, B220, CD86 y MHC-II. La expresion de los diferentes
marcadores de superficie se determind mediante citometria de flujo. (A) Expresion de
CD86 en las ¢cDCs de ratones normales (negro) y de los diferentes ratones lupicos (azul).
B) Expresion de MHC-II en las ¢cDCs de ratones normales (negro) y de los diferentes
ratones lupicos (azul). En gris se muestra el control de isotipo. El grafico muestra un
experimento representativo de tres experimentos independientes.
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Las DCs de bazo de ratones lipicos secretan mayores niveles de IL-10 comparadas
con DCs de bazo de ratones normales en respuesta a LPS o CpG, lo cual se

correlaciona con la presencia de la region central del locus Nba2.

Luego de comprobar que ambas subpoblaciones de DCs presentan un defecto en
la expresion de marcadores de maduracidn se evalué Ia funcionalidad de Ias estos. Para
esto se determind la secrecién de la citoquina IL-10 en respuesta a dos estimulos
patogénicos puros: LPS que activa el TLR-4 y CpG que activa el TLR-9. Se encontrd
que Jas DCs de bazo de ratones lipicos BWFI, L5 y L13 y la cepa parental NZB
secretan mayores niveles de IL-10, en respuesta a LPS, comparadas con DCs de ratones
normales (Figura 8A) y que en respuesta a CpG, las DCs de los ratones lapicos BWFI,
L5 y L13 y las cepas parentales NZB y NZW secretan mayores niveles de IL-10
comparadas con las DCs de ratones normales (Figura 8B). Estos resultados nos permiten
restringir las alteraciones en la secrecién de IL-10 de las DCs de ratones lipicos a la
presencia de la regién central del locus Nba2, la cual estd presente en la cepa de ratones

L13.
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Figura 8: Las DCs de bazo de ratones lipicos secretan mayores niveles de IL-10 en
respuesta a estimulos TLR comparadas con DCs de bazo de ratones normales, lo
cual se restringe a la presencia del segmento central del locus Nba2. Las DCs de
bazo de ratones con lupicos (BWF1, L5, L8, Li1, L12 y L13), de las cepas parentales
(NZB y NZW) y de los ratones normales (B6), se purificaron por MACS de acuerdo al
protocolo descrito en materiales y métodos. (A) DCs de bazo se cultivaron a 4x10°
células/ml en presencxa de 100ng/ml de LPS durante 24 horas. (B) DCs de bazo se
cultivaron a 4x10° células/m! en presencia de 10pg/ml de CpG durante 24 horas. La
secrecion de IL-10 en los sobrenadantes se determiné mediante un ELISA de captura.
Cada punto representa un raton independiente. El andlisis estadistico se realizé mediante

un test T de Student, *p< 0,05; ** p<0,01 y *** p<0,001.
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Las DCs de bazo de ratones hipicos secretan niveles similares de IL-6 en respuesta

a LPS o CpG comparadas con DCs de bazo de ratones normales.

IL-6 es otra citoquina que ha sido vinculada con la patogénesis del lupus. Se
evalud la secrecion de IL-6 en respuesta a diferentes estimulos patogénicos puros: LPS o
CpG. Se encontr6 que sdlo los ratones lupicos L12 secretan menores niveles de IL-6 en
respuesta a LPS comparado con ratones normales B6 (Figura 9A), sin embargo no
encontramos diferencias en la secrecién IL-6 por parte de las DCs de bazo de ratones
lipicos en respuesta a CpG comparadas con las DCs de ratones normales (Figura 9B).
Estos resultados sugieren que la secrecién de IL-6 por parte de las DCs de bazo no

estarfa influenciada por los genes pertenecientes al locus Nba2.

Las DCs de bazo de ratones L5 purificadas por cell sorfing secretan mayores
niveles de IL-10, en respuesta a Cp(, comparadas con DCs de bazo de ratones

normales.

La DCs de bazo purificadas por MACS anti-CD11c alcanzaron una pureza de
aproximadamente 60-70%, por lo que quisimos comprobar si DCs purificadas a través
de un cell sorter, donde la pureza de las células supera el 95%, muestran diferencias en
la secrecion de IL-10 en respuesta a tres ligandos de TLR: LPS (ligando de TLR-4),
CpG (ligando de TLR-9) y R837 (ligando de TLR-7). Se encontré que las DCs CD11c+
de los ratones lapicos L5 con un nivel de pureza del 95%, secretan mayores niveles de

IL-10 sélo en respuesta a CpG (Figura 10B). Respecto de la secrecién de IL-6 no se
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encontraron diferencias en la secrecion de IL-6 en respuesta a los estimulos bacterianos
puros, sin embargo se encontrd una diferencia significativa en las DCs no estimuladas,
en donde las DCs de bazo de ratones lipicos L5 secretan mayores niveles de IL-6
comparada con las DCs de ratones normales, aunque la secrecion es baja comparada con
la secrecion en respuesta a los estimulos bacterianos puros. En resumen las DCs de bazo

Iipicas secretan mayores niveles de IL-10 solo en respuesta a CpG.
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Figura 9: Las DCs de bazo de ratones liipicos secretan similares niveles de IL-6 en
respuesta a estimulos TLR comparadas con DCs de bazo de ratones normales. Las
DCs de bazo de ratones normales (B6) y de los diferentes ratones lipicos (LS, L12 y
L13) se purificaron por MACS de acuerdo al protocolo descrito en materiales y
métodos. (A) Las DCs de bazo se cultivaron a 4x10° células/ml en presencia de
100ng/ml de LPS durante 24 horas. (B) Las DCs de bazo se cultivaron a 4x10°
células/ml en presencia de 10pug/ml de CpG durante 24 horas. La secrecion de IL-6 se
determino en los sobrenadantes mediante un ELISA de captura. El analisis estadisticos
se realizé mediante un test T de Student, * p <0,05.
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Figura 10: DCs de bazo de ratones L5 purificadas por cell sorting secretan mayores
niveles de IL-10 en comparacion con DCs de bazo de ratones normales solo en
respuesta a CpG. Las DCs de bazo de los ratones lipicos (L5) y normales (B6) se
purificaron por cell sorter en base a la expresion de CD1le, de acuerdo al protocolo
descrito en materiales y métodos. (A) Las DCs de bazo se cultivaron a 1x10° células/ml
en presencia o ausencia de 100ng/ml de LPS, 10pg/ml de CpG o 10ug/m! de R837
durante 24 horas. (B) Las DCs de bazo se cultivaron a 1x10° células/ml en presencia o
ausencia de 100ng/ml de LPS, 10pg/mi de CpG o 10pg/mi de R837 durante 24 horas. La
presencia de IL-10 e IL-6 en el sobrenadante se determiné mediante un ELISA de
captura El andlisis estadisticos se realizé mediante un test T de Student, * p < 0,05, ***
p <0,001.




El bazo de los ratones lipicos posee un mayor porcentaje y niimero absoluto de la

subpoblacién de DCs CD19+.

En Ia literatura se ha descrito un nueva subpoblacion de DCs las cuales poseen la
capacidad de inhibir la proliferacién y activacién de linfocitos T. Estas DCs se describen
como una poblacién minoritaria en el bazo de ratones normales, las cuales expresan los
marcadores CD11¢c, B220 y CD19 (Baban, Hansen et al. 2005; Mellor, Baban et al.
2005). En el presente trabajo se evaluo la frecuencia y el nimero de estas DCs en el
bazo de los diferentes ratones. Se encontrd que el bazo de ratones lipicos BWF1, L5,
1.9, L11, L12 y L13, presentan un mayor porcentaje de DCs CD19+ B220+ comparadas
con los bazos de los ratones normales B6 (Figura 11A y B). Al analizar los nimeros
absolutos de DCs CD19+, el bazo de los ratones lipicos L5, 1.9, L11 y L12 posee un
mayor niimero absolutos de estas DCs comparado con el bazo de ratones normales B6
(Figura 11C). Por titimo se encontré que la presencia de estas DCs se relaciona con se
la edad de los ratones, ya que el bazo de ratones lipicos L5 jovenes no muestran
diferencias en el porcentaje de DCs CD19+ B220+ comparadas con los bazos de los
ratones normales de ia misma edad (Figura 11D), mientras que los ratones lipicos

poseen un incremento de DCs CD19+ y B220+ cuando los ratones aumentan su edad.
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Figura 11. Los ratones con susceptibilidad al lupus poseen un mayor porcentaje y
numero de DCs CD19+ B220+, incremento que depende de la edad del raton. DCs
de bazo de ratones normales (B6) y de las diferentes cepas de ratones con
susceptibilidad al lupus (L5, L9, L11, L12, L13 y BWF1) se purificaron por MACS de
acuerdo protocolo descrito en materiales y métodos. Las DCs de bazo se marcaron para
CDl1lc, B220 y CDI19. (A) Expresion de CD19 y B220 en las DCs CDllc+. (B)
Porcentaje de DCs CD19+ B220+ CDI1lc+ diferentes cepas de ratones. (C) Numero
absoluto de DCs CDI19+ B220+ CDIllc+ en diferentes cepas de ratones. (D)
Comparacion del porcentaje de DCs CD19+ B220+ CD11c+ entre ratones de 2 meses y
4 meses. El analisis estadistico se realizd mediante el test T de Student. *p < 0,05;

** p<0,01 y *** p<0,001.
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Las DCs de bazo CD19" y CD19 de ratones hipicos secretan niveles elevados

similares de IL-10 en respuesta a CpG.

Luego de comprobar que ademds de las clasicas subpoblaciones de DCs de bazo
(pDC y ¢DCs), los ratones lipicos presentan un aumento de otra subpoblacion de DCs
del bazo, la cual se ha descrito como minoritaria en ratones normales, verificamos que
efectivamente estas células CD11c¢t CD19" presentan la tipica morfologia de DCs. Para
esto se realizé una tincién de Giemsa y luego se analizaron las muestras bajo el
microscopio de luz. Se encontrd que las DCs CD11c* CD19" poseen las tipicas dendritas
caracteristicas de su morfologfa (Figura 124, flechas) a diferencia de los linfocitos B,
los cuales también expresan CD19 pero son negativos para CD1lc. Luego se evalu si
esta subpoblacién es la responsable de secretar niveles elevados de IL-10 en respuesta a
CpG. Para esto se determiné la secrecién de IL-10 en respuesta a los diferentes
estimulos patogénicos puros en las DCs purificadas por cell sorting en base a la
expresion de CD1lc y CDI9. Se encontro que tanto las DCs CDI19" y CD19 son
capaces de producir IL-10 en respuesta a CpG y que no existen diferencias significativas

entre ambas subpoblaciones en su capacidad de secretar esta citoquina (Figura 12B).
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Figura 12. Las DCs de bazo CD1lct+ CD19+ y CDl1lct+ CD19- provenientes de
ratones lupicos L5 secretan mayores niveles de IL-10 en respuesta a CpG
comparada con DCs de ratones normales. Las DCs de bazo de los ratones lupicos
(L5) y normales (B6) se purificaron por cell sorting de acuerdo a la expresion de CDl1lc
y CD19. (A) DCs de bazo CD19+ CD1lc+ y CD19- CDIlc+ y linfocitos B (CD1lc-
B220+) se tifieron con la solucién de Giemsa y se montaron en cubreobjetos. Todas las
iméagenes se tomaron con una magnificacion de 40X. (B) Las DCs de bazo se cultivaron
a 0,5x10° células/ml en presencia de 100ng/ml de LPS, 10pg/ml de CpG o 10pg/ml de
R837 durante 24 horas. La secrecion de IL-10 en los sobrenadantes se determino
mediante un ELISA de captura. El andlisis estadistico se realiz6 mediante un test T de
Student, * p< 0,05, ** p< 0.01.
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Las DCs del bazo de ratones lipicos L5 son mis eficientes en inducir la

diferenciacién de linfocitos B normales a eélulas plasmdticas en presencia de CpG.

Existen varios reportes donde se ha involucrado a las DCs como fundamentales
para la sobrevida de los linfocitos B y para su diferenciacion a células plasmaticas
(Dubois, Vanbervliet et al. 1997; Fayette, Durand et al. 1998; Jego, Pascual et al. 2005).
En esta tesis se evalud la capacidad de las DCs de bazo purificadas por cell sorting de
inducir la diferenciacion de linfocitos B a células plasméticas. Para esto se realizo un co-
cultivo durante 6 dias de las DCs de bazo con linfocitos B normales en presencia o
ausencia de CpG. Al cabo de 6 dias de co-cultivo se evalud el porcentaje de células
plasméticas mediante la expresion de los marcadores CD138 y B220. Se enconird que
las DCs de ratones liipicos en presencia de CpG inducen un incremento de treinta veces
en el nimero de células plasmaticas comparadas con las DCs de bazo de ratones
normales (Figura 13). Esto sugiere fuertemente que las DCs de ratones lpicos L5 son
més eficientes en estimular la diferenciacién de linfocitos B a células plasmaticas, lo
cual podria ser importante dentro de la patogénesis del lupus, una enfermedad

caracterizada por un aumento en la produccién de autoanticuerpos.
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Figura 13. Las DCs de bazo de ratones L5 son mds eficientes en la generacion de
células plasmaticas en presencia de CpG. Las DCs de bazo se purificaron en base a la
expresién de CD11c de acuerdo al protocolo descrito en materiales y métodos, mietras
que los linfocitos B fueron purificados a partir del bazo de ratones B6. Las DCs (0,1x10°
células/pocillo) v los linfocitos B (O,OSXIO6 células/pocillo) se co-cultivaron en una
placa de 96 pocillos en 200ul de cRPMI en presencia o ausencia de 10pg/ml de CpG
(ODN 1628) (Invivogen, USA) durante 6 dias. Al dia 6 de co-cultivo, se determiné el
incremento de células plasmaticas de acuerdo a lo descrito en materiales y métodos. Los
datos se analizaron con un test de ANOVA, ** p<0,01.
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DISCUSION

El LES es una enfermedad autoinmune crénica de origen multigénico y etiologia
desconocida (Santiago-Raber, Laporte et al. 2004). Dentro de los modelos mas
aceptados para el estudio de la enfermedad se encuentra la autoinmunidad sistémica
desarrollada por algunas cepas de ratones. La principal manifestacién de la enfermedad
en los diferentes modelos murinos es la produccion de altos niveles de auto-anticuerpos
especificos contra antigenos nucleares. Esta caracteristica es importante en la
patogénesis de la enfermedad, ya que los autoanticuerpos se depositan en el glomérulo
del rifién en la forma de complejos inmunes, lo cual desencadena el desarrollo de
glomerulonefritis, una de las complicaciones mdis severas dentro esta enfermedad
(Wakeland, Liu et al. 2001). Aunque los pardmetros de la enfermedad en ratones son
muy similares a los de la enfermedad en humanos, existen algunas diferencias como por
ejemplo la presencia de los anticuerpos anti-Ro, La y Sm que han sido fuertemente
asociados con la enfermedad solo en humanos, asi como las manifestaciones cutaneas y
las complicaciones que involucran €l cerebro y los pulmones (Wakeland, Liu et al.
2001). Sin embargo, los descubrimientos encontrados en los modelos murinos han
ayudado al tratamiento de la enfermedad en humanos, lo cual valida parcialmente el uso

de estos modelos para el estudio de la enfermedad.

Existen tres modelos murinos que desarrollan espontdneamente las

manifestaciones tipicas del lupus: 1) El modelo BWF1, el cual es el modelo clasico de
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autoinmunidad sistémica murina; 2) La cepa de ratones MLR/Ipr, la cual lleva la
mutacion Jpr en el gen que codifica para el receptor de FAS en un fondo genético MLR
la cual es susceptible a la autoinmundidad y 3) El modelo BXSB, el cual lleva el gen yaa
un gen acelerador de autoinmunidad presente en el cromosoma Y en un fondo genético

BXSB.

El modelo que mas se acerca a la enfermedad en humanos es el modelo BWF1.
Este modelo manifiesta una alta incidencia de la enfermedad en las hembras, ademas
presenta altos niveles de ANA en el suero y desarrolla una glomerulonefritis mediada
por complejos inmunes severa, todas manifestaciones tipicas de la enfermedad en
humanos (Wakeland, Liu et al. 2001). El modelo MLR/lpr manifiesta altos niveles de
anticuerpos y glomeruloneftitis, sin embargo estos son altamente dependientes de la
mutacion del receptor de FAS, la cual se ha visto que no tiene una asociacién con la
actividad de la enfermedad en humanos. El modelo BXSB sélo se manifiesta en los
machos a diferencia de lo que ocurre con la enfermedad en humanos, la cual se
manifiesta con una alta incidencia en las mujeres. Es por estas razones que elegimos el

modelo BWF1, como uno de nuestros modelos para la realizacion de este estudio.

Lo primero que hicimos fue caracterizar los niveles de auto-anticuerpos de
diferentes especificidades en el suero de estos ratones. Encontramos que los ratones
BWF1 presentan niveles séricos elevados de ANA y de anticuerpos anti-ADNdh
comparado con ratones normales NZWxBalb/c F1 (Figura 2A y 2B), lo cual estd de

acuerdo con los resultados mostrados previamente para este modelo por otros autores en
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[a literatura (Dixon, Andrews et al. 1978; Gioud, Kotzin et al. 1983).

Una manera de analizar la contribucion individual de genes de susceptibilidad a
una determinada enfermedad, es la diseccion congénica, Esta estrategia convierte un
sistema poligénico responsable de la susceptibilidad a la enfermedad en varios sistemas
monogénicos, a través de la produccién de cepas congénicas individuales, cada una
llevando un intervalo de susceptibilidad tinico en un fondo genético normal (Wakeland,

Liu et al. 2001).

El andlisis de las diferentes caracteristicas asociadas a la patogénesis de la
enfermedad, como la produccion de auto-anticuerpos o el desarrollo de giomerulonefritis
en estas cepas monogénicas, permite el reconocimiento de diferentes genes de
susceptibilidad asociados a la expresién de una determinada caracteristica patogénica.
Por ejemplo las regiones de susceptibilidad Slel y Nba2, han sido asociadas a la
produccion de auto-anticuerpos especificos contra antigenos nucleares (Vyse, Rozzo et
al. 1997) y es por ésto que ademas elegimos el modelo B6.Nba2 como modelo lapico

para el desarrollo de esta tesis.

El modelo murino B6.Nba2 contiene el locus de susceptibilidad Nba2 (New
Zealand Black autoimmunity 2) en un fondo génico normal Bé6. El locus Nba2 es una
region génica de aproximadamente 40Mb, derivada del cromosoma 1 de la cepa parental
NZB. Nosotros elegimos este modelo para enfocarnos en los fendmenos asociados a la

produccién y efecto de auto-anticuerpos, ya que en este modelo no se produce dafio
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renal a pesar de que existe dep6sito de complejos inmunes en el glomérulo (Clynes,
Dumitru et al. 1998). Para este analisis utilizamos diferentes cepas congénicas al modelo
B6.Nba2, en las cuales distintos segmentos del locus Nba2 se han introducido en un

fondo génico normal C57-Bl6 (B6).

Al analizar la produccion de auto-anticuerpos en este modelo encontramos que
tanto los ratones L35, que poseen el locus Nba2 completo, como los ratones 113, los
cuales poseen solamente la region central de este locus (ver Figura 1), presentan niveles
elevados de auto-anticuerpos en el suero. Esto extiende los resultados anteriores de otros
autores para el locus Nba2 (L5) completo (Rozzo, Allard et al. 2001; Atencio, Amano et
al. 2004) ya que hemos logrado acotar ain més la contribucion de este locus,
especificamente a los genes de la regién central de este locus que se encuentran

expresados en la cepa de ratones L.13.

Mas alla de los estudios de localizacién génica, nos hemos también abocado a
investigar sobre los mecanismos celulares que llevan a el desarrollo de esta enfermedad.
Asi, en este estudio nos enfocamos en las células dendriticas (DCs) y su coniribucién al
desarrollo del LES, especificamente en su papel sobre la produccién de los auto-
anticuerpos. Las DCs se encuentran en los tejidos periféricos censando la presencia de
patdgenos, tejidos necréticos e inflamacion, estas sefiales inducen su maduracién y su
posterior migracidn hacia los érganos linfoides secundarios, donde inducen la respuesta
inmune. En un estado inmaduro las DCs también son capaces de capturar antigenos

propios, principalmente de células apoptoticas lo cual, a diferencia de los estimulos
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patogénicos no induce su maduracién. Estos antigenos son presentados a los linfocitos T
en ausencia de las sefiales apropiadas de co-estimulacién, 1o que genera la induccién de
tolerancia (Banchereau, Pascual et al. 2004). Por lo tanto, es evidente que las DCs son
importantes tanto en el desarrollo de inmunidad como en la mantencién de la tolerancia,
lo cual las convierte en buenas candidatas para cumplir un papel en el desarrollo de

enfermedades autoinmunes como el lupus.

Existen varios antecedentes que abalan una participacién de las DCs en el
desarrollo del lupus. Los trabajos en la literatura coinciden en que hay una alteracion en
el fenotipo de las DCs de ratones lpicos. Sin embargo, en este sentido no hay acuerdo
ya que existen trabajos que indican que las DCs lipicas poseen un fenotipo inmaduro
(Phillips, Lomnitzer et al. 1988) mientras que otros que indican que poseen un fenotipo
maduro comparado con las DCs de ratones normales (Zhu, Liu et al. 2005; Wan, Xia et
al. 2007). La principal diferencia entre estos reportes es la cepa de ratones llpicos
utilizada en cada caso, lo que sugiere que el fenotipo de las DCs es altamente
dependiente del fondo genético de cada cepa. En el caso de los pacientes con lupus
tampoco existe un consenso acerca del estado de maduracién de las DCs, si bien hay
estudios que indican que el fenotipo de las DCs de estos pacientes es normal o inmaduro
(Scheinecker, Zwolfer et al. 2001; Koller, Zwolfer et al. 2004) también hay otros que
describen un fenotipo maduro comparadas con el fenotipo de las DCs de individuos
normales (Decker, Kotter et al. 2006; Ding, Mehta et al. 2006). Ademéds, se ha reportado
una disminucion del porcentaje de DCs en la sangre periférica en los pacientes con lupus

(Cederblad, Blomberg et al. 1998; Blanco, Palucka et al. 2001; Blomberg, Eloranta et al.
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2003), lo cual no se observa en el modelo murino donde se ha visto una acumulacién de
DCs CD11b"CD11c" tanto en la sangre periférica (Ishikawa, Nagai et al. 2002) como en
el bazo de ratones con lupus (Kalled, Cutler et al. 2001). Por otro lado, se ha
determinado que la transferencia de DCs cargadas con auto-antigenos acelera el
desarrollo de la enfermedad en ratones lipicos BWF1 (Bondanza, Zimmermann et al.
2003) y que DCs cargadas con células necroticas inducen la produccién de anticuerpos
anti-ADNdh en una cepa no autoinmune C57BL/6, aunque estos tratamientos no
inducen todas las manifestaciones caracteristicas del lupus, a menos que las DCs sean
inyectadas en una cepa susceptible a la enfermedad (Georgiev, Agle et al. 2005; Ma,
Chan et al. 2005). Todos estos antecedentes, en su conjunto, abalan un papel importante

de las DCs en el desarrollo de la enfermedad.

Ya que las DCs se encuentran en muy baja proporcion en los diferentes drganos,
alrededor del 1-2% del total de células, se han desarrollado métodos para diferenciar
DCs a partir de precursores de médula dsea (BMDCs) cultivadas en presencia del factor
de estimulacion de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF) (Marland, Bakker
et al. 1996). La diferenciacion a partir de precursores de médula ésea nos permite
evaluar la influencia de factores intrinsecos de la DCs, ya que los precursores son
diferenciados en un ambiente determinado principalmente por la presencia de GM-CSF,
Por o tanto, cualquier diferencia encontrada entre DCs normales y lipicas se deberia a
un defecto propio de los precursores y no a un efecto del microambiente. Por el
contrario, DCs purificadas directamente de los 6rganos linfoides permitiria determinar la

influencia del microambiente donde éstas se encuentran. En esta tesis se caracterizaron
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tanto las DCs generadas a partir de precursores de médula dsea como las aisladas
directamente de organos linfoides, particularmente de bazo, por ser el o6rgano desde
donde se pueden obtener la mayor cantidad de células dendriticas.

La diferenciacion de BMDCs en presencia de GM-CSF produce principalmente
células del tipo mieloide, las cuales expresan el marcador de superficie CD11b y son
homologas a las DCs convencionales del bazo (Brasel, De Smedt et al. 2000). Al evaluar
el fenotipo de las BMDCs en los diferentes modelos de lupus encontramos que no hay
diferencias estadisticamente significativas en la expresion de MHC-II en las BMDCs de
ratones lipicos comparadas con BMDCs de ratones normales. Esto se correlaciona con
el trabajo de (Yamauchi, Hashimoto et al. 2007) en el cual no se encuentran diferencias
significativas entre el fenotipo de las BMDCs de ratones BWF1 y las cepas parentales,

dentro de las cuales NZW se considera como un ratén normal.

Las DCs se caracterizan por ser células con capacidad de secretar diferentes

citoquinas. Se ha sugerido que una desregulacion de la produccién de citoquinas o de la

accion de éstas, podria jugar un papel central en el desarrolio de enfermedades

autoinmunes (Horwitz and Jacob 1994; O'Shea, Ma et al. 2002).

Interleuquina-10 (IL-10) es una citoquina predominantemente anti-inflamatoria
que inhibe la actividad de los macréfagos y de las DCs, aunque se ha demostrado que
puede adquirir una actividad pro-inflamatoria durante el desarrollo de la respuesta
inmune (Sharif, Tassiulas et al. 2004). Existen diversos estudios que relacionan a la IL-

10 como un factor clave en la patogénesis del lupus. En humanos, se ha encontrado un
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aumento de IL-10 en el suero de pacientes con [upus. Ademads, el titulo de IL-10 en el
suero se correlaciona con la actividad de la enfermedad y con la produccion de auto-
anticuerpos anti-ADNdh (Park, Lee et al. 1998; Chun, Chung et al. 2007). Por otro lado,
la IL-10 estimula la proliferacién y diferenciacién de linfocitos B humanos a células
plasmaticas (Rousset, Garcia et al. 1992) y se ha demostrado que la adicion de IL-10
aurmnenta la produccidn espontanea de las inmunoglobulinas IgM, IgG e IgA producidas
por las células mononucleares de la sangre periférica de pacientes con lupus (Llorente,
Zou et al. 1995). Por otra parte, un estudio en 6 pacientes con lupus demostré que el
tratamiento con un anticuerpo anti- IL-10 es capaz de revertir las lesiones cutaneas y los
problemas reumatologicos presentes en estos pacientes. En un modelo murino de lupus
(BWFI) el tratamiento con anticuerpos anti-IL-10 retrasa el desarrollo de las

manifestaciones de la enfermedad (Ishida, Muchamuel et al. 1994) mientras que la

continua administracién de IL-10 en ratones con susceptibilidad al Iupus acelera el
desarrollo de la enfermedad (Ishida, Muchamuel et al. 1994). Sin embargo, la misma
cantidad de IL-10 administrada a una cepa no autoinmune no induce los sintomas de la
enfermedad. Todos estos antecedentes sugieren que la IL-10 por si sola no serfa la
causante de la enfermedad (Llorente, Richaud-Patin et al. 2000) pero que si cumpliria un
papel patoldgico en el desarrollo de la misma. Es por esto que evaluamos la produccién

de IL-10 tanto en las BMDCs como en la DCs purificadas directamente del bazo.
Al analizar la produccién de citoquinas en las BMDCs no encontramos

diferencias en la secrecion de IL-10 en respuesta a estimulos patogénicos. Esto
contradice los datos reportados por Yamauchi et al (2007), el cual muestra que BMDCs



de ratones BWF1 y de ratones NZB secretan mayores cantidades de IL-10 en respuesta a
LPS. La principal diferencia con respecto a este reporte y nuestros resultados es la cepa
normal utilizada como control ya que Yamauchi utiliza la cepa NZW como ratones
normales y nosotros utilizamos la cruza de las cepas NZWxBalb/c como control lo que
se acerca mas a un control no susceptible. Todos estos antecedentes sugieren que las
BMDCs de ratones lipicos no presentan defectos intrinsecos que participen en el

desarrollo de la enfermedad.

En consideracion a que nuestros resultados muestran que no existirian diferencias
en el fenotipo y produccion de IL-10 entre DCs liipicas y normales, caracterizamos las
DCs aisladas directamente del bazo de ratones con lupus y normales, como una manera

H
de determinar si el microambiente donde las DCs estan inmersas, influencia el fenotipo
o la funcionalidad de las mismas. El estudio de (Colonna, Dinnall et al. 2006) resalta un
punto importante, el fenotipo de las DCs aisladas directamente de los érganos de los
ratones puede diferenciarse completamente del fenotipo de BMDCs provenientes del
mismo animal. Estas alteraciones son evidentes en DCs estudiadas ex vivo, lo que podria
explicarse por un efecto del microambiente anormal desde donde las DCs se obtienen, lo

cual no puede ser absolutamente reproducido en las DCs diferenciadas en condiciones

normales o i# vitro.

Las DCs de bazo se dividen principalmente en dos subpoblaciones, las DCs
convencionales (¢cDCs) (CD11c¢" B220° CD11b") y las DCs plasmacitoides (pDCs)

(CD11¢" B220" CD11bY). Ambas subpoblaciones expresan el marcador de linaje CD11¢

58




y los marcadores de superficie MHC-11, CD86 y CD40 (Banchereau, Briere et al, 2000).
Al analizar el niimero absoluto de DCs encontramos que los ratones Iiipicos BWF1, L5,
L1, L12 y L13 poseen una mayor cantidad de pDCs comparado con ratones normales
B6. Los ratones L9 tiende a presentar un mayor niimero absoluto de pDCs, sin embargo
éste no es estadisticamente significativo. Lo mismo se observa en los ratones BWF1, L35,
.12 y L13 al comparar el namero de cDCs con ratones normales B6. En este caso tanto
los ratones L9 como los ratones L11, poseen una tendencia a presentar un mayor numero
absoluto de cDCs, pero estos no alcanzan una significancia estadistica. Se ha
determinado previamente que tanto los ratones BWF1 como los ratones B6.Nba2 (L5)
poseen esplenomegalia y un mayor niimero de células en el bazo (Atencio, Amano et al.
2004), lo cual explicaria el hecho de encontrar mayores nimeros absolutos tanto de
pDCs como de cDCs, lo cual se mantiene en la mayoria de las cepas congénicas
derivadas de los ratones L5. Sin embargo, encontramos que al analizar el porcentaje de
estas DCs, sdlo las pDCs muestran diferencias significativas comparando los ratones
lapicos con los ratones normales. Los ratones BWF1, L5, L11, L12 y L13 muestran
mayores porcentajes de pDCs comparados con ratones normales B6. Nuevamente, los
ratones L9, los cuales poseen el segmento 5 del locus Nba2 (ver figura 1) no alcanzan
una significancia estadistica pero siguen la misma tendencia del resto de los ratones
lapicos. No se encontraron diferencias significativas en el porcentaje de ¢cDCs entre los
ratones [picos y normales. En conclusion, los ratones lupicos poseen un mayor
porcentaje de pDCs, lo cual podria relacionarse con la presencia del segmento 3 del
locus NbaZ2, ya que los ratones L9, los cuales poseen la regién 5° del locus Nba2, no

muestran diferencias significativas en el porcentaje de pDCs. Estos resultados estdn de
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acuerdo con el trabajo de (Adachi, Taketani et al. 2002), donde se encontré que tanto los
ratones liipicos BWF1 como los ratones NZB, de los cuales proviene el locus Nba2,
poseen un aumento en el porcentaje de células CD11c™ en el bazo, aunque en este
trabajo no se hizo la distincion entre las diferentes subpoblaciones de DCs. Sin embargo,
el trabajo de Colonna, et al. (2006) muestra un mayor porcentaje de DCs en el bazo de
ratones NZM2410, los cnales no poseen el locus Nba2, por lo que esta diferencia
encontrada en los diferentes ratones derivados de L5 podria ser independiente de la

presencia del locus Nba2.

Al analizar el fenotipo de las subpoblaciones de DCs en el bazo, encontramos
que las pDC de ratones lipicos poseen una meior expresion de CD86 y una mayor
expresion de MHC-II, comparadas con las pDCs de ratones normales, Las ¢DCs de
ratones lipicos presentan una mayor expresion de MHC-II, sin embargo éstas no
muestran diferencias en la expresiéon de CD86 comparadas con c¢DCs de ratones
normales. El hecho de que las pDCs de ratones hipicos posean una menor expresién de
CD86 comparadas con las pDCs de ratones normales, podria tener implicancias en el
desarrollo de la enfermedad, ya que las DCs tienen la capacidad de inducir la activacion
de los linfocitos T reguladores, lo cual se ha demostrado que es altamente dependiente
de ]a expresién de CD86 (Yamazaki, Iyoda et al. 2003). Este podria ser uno de los
mecanismos por los cuales las DCs lupicas podrian promover ¢l desarrollo de la

enfermedad.

Las DCs del bazo tienen la capacidad de producir IL-10 en respuesta a patégenos
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(Reis ¢ Sousa, Diebold et al. 2003). Previamente se discutié la importancia de esta
citoquina para el desarrollo de la enfermedad, por lo que quisimos evaluar la capacidad
de secrecion de esta citoquina en las DCs del bazo de los diferentes ratones. Evaluamos
la secrecién de IL-10 por parte de DCs de bazo CD1ic" en respuesta a estimulos
patogénicos puros, como LPS o CpG y encontramos que las DCs del bazo de los ratones
lapicos BWF1, L5 (el cual posee el locus Nba2 completo) y L13 (el cual posee la region
central del locus Nba2) (ver Figura 1), secretan mayores niveles de IL-10 en respuesta a
LPS o CpG comparadas con DCs del bazo de ratones normales. Los ratones BWF1, L5 y
L13, ademés son los ratones que presentan niveles elevados de auto-anticuerpos en el
suero, lo que sugiere que IL-10 secretada por las DCs podria participar en este proceso.
Como conclusidn, la secrecion de altos niveles de IL-10 por parte de las DCs de bazo

lipicas se correlaciona con la region central del locus Nba2, presente en los ratones L13.

La IL-6 es otra citoquina que se ha implicado en la patogénesis del lupus. (Wan,
Xia et al. 2007) ha mostrado que las DCs de ratones liipicos que presentan el locus Slel,
el cual representa la misma region génica que el locus Nba2 pero proveniente de la cepa
NZW, secretan mayores cantidades de IL-6 en respuesta a estimulos patogénicos. Por lo
tanto quisimos evaluar la secrecion de esta citoquina en el modelo B6.Nba2 y en las
cepas congénicas derivadas de este. No se encontraron diferencias en la secrecién de
esta citoquina entre las DCs de bazo de ratones lupicos L5 (los cuales poseen el locus
Nba2 completo) comparadas con las DCs de bazo de ratones normales B6. Por lo que
podemos concluir que la secrecidon de esta citoquina no estd influenciada por el locus

Nba2 y que por lo tanto, los niveles elevados de IL-10 encontrados en las DCs de bazo
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de ratones lipicos no se deberian a un defecto en los mecanismos generales de secrecién

de las citoquinas.

Con el fin de confirmar que la secrecion de IL-10 en respuesta a los estimulos

patogénicos, es debida exclusivamente a las DCs, se realizé una purificacion de las DCs

mediante un cell sorter en base a la expresion de CD11c, lo cual incrementa la pureza de
las DCs de un 70% a un 95%. Al analizar la secrecién de IL-10 en estas DCs,
encontramos que las DCs CD11c” sélo secretan mayores niveles de IL-10 en respuesta a
CpG. Se ha determinado que la inyeccion de CpG (ligando de TLR-9) en ratones con
lupus acelera el desarrollo de la glomerulonefritis, proponiéndose que este estimulo |
actuaria mediante la activacién de DCs (Pawar, Patole et al. 2006). Mas ain, secuencias
inhibidoras de TLR-7 y TLR-9 disminuyen los niveles de anticuerpos anti-ADNdh y
previenen el dafio renal (Pawar, Ramanjaneyulu et al. 2007). Esto destaca la importancia

de CpG como estimulo patégenico en el desarrolio del lupus.

Dentro de este estudio encontramos que los ratones litpicos poseen un incremento
de una subpoblacién de DCs que expresa CD11c y CD19, descrita como una poblacién
minoritaria en los ratones normales. Estas DCs tendrian un fenotipo regulador, ya que
secretan IDO, una enzima involucrada en la degradacién del triptéfano, el cual es

indispensable para la activacién de linfocitos T efectores. (Baban, Hansen et al. 2005;

Mellor, Baban et al, 2005). Para comprobar que estas células CD11c” CD19" son DCs
realizamos una tincién de Giemsa, la cual confirmé que efectivamente las DCs CD19*

presentan las tipicas prolongaciones caracterfsticas de las DCs y aun més determinamos
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que esta poblacion aparece a lo largo del transcurso de la enfermedad, ya que ratones
Jjovenes que no presentan la enfermedad, no muestran diferencias con los normales en el
porcentaje de esta poblacién. Por lo tanto, lo siguiente que nos preguntamos es si estés
DCs son las responsables de la secrecién de altos niveles de IL-10 en respuesta a los
estimulos patogénicos. No encontramos diferencias en la secrecién de IL-10 en
respuesta a CpG, entre las DCs CD19" y CD19 aisladas mediante cell sorter ya que
ambas poblaciones secretan altos niveles de IL-10 en respuesta a CpG comparadas con
las DCs CD19" de ratones normales. Como las DCs CD19 en los ratones normales son
muy escasas, esta poblacion no se incluyo en el analisis. Como conclusién las DCs
CD19" no son las responsables de los niveles elevados de TL-10 secretada por las DCs
de los ratones lipicos en respuesta a estimulos patogénicos, por lo que no continuamos

con el estudio de esta subpoblacion en particular.

El lupus es una enfermedad mediada por linfocitos B debido a la naturaleza
patogénica de los auto-anticuerpos. Por lo tanto, aquellos estimulos que induzcan la
diferenciacion de los linfocitos B a células plasméticas, las cuales son las células
productoras de anticuerpos, serd considerado como un estimulo patogénico para el
desarrollo de la enfermedad. Se ha demostrado previamente que las DCs pueden reciclar
los antigenos en forma intacta hacia la superficie celular, donde ahora se encontrarian
disponibles para ser capturados por los linfocitos B (Wykes, Pombo et al. 1998). Esto
harfa que las DCs puedan actuar como fuente de antigeno para los linfocitos B y asi
ayudar directamente en su activacién. Ademas se ha mostrado por microspia intravital

de dos fotones, que existe una interaccion directa entre las DCs y linfocitos B en la
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region extrafolicular de los linfonodos y que esta interacci6n es requerida para que los
linfocitos B reconozcan su antigeno, lo que resaltaria la importancia de las DCs en la
induccién de la respuesta inmune humoral (Qi, Egen et al. 2006). Por otra parte, se ha
descrito que las DCs pueden modular directamente el crecimiento y la diferenciacion de
los linfocitos B (Dubois, Vanbervliet et al. 1997; Fayette, Durand et al. 1998) y que
tanto las ¢cDCs como las pDCs promueven el crecimiento y la diferenciacién de células
B a células plasméticas a través de la secrecién de IL-12, IL-6, IL.-10, BAFF y APRIL
(Balazs, Martin et al. 2002; MacLennan and Vinuesa 2002; Jego, Palucka et al. 2003).
Todos estos antecedentes sugieren que un defecto en las DCs podria desencadenar la
activacion y diferenciacion descontrolada de la respuesta inmune humoral, lo que tendria

una gran relevancia para el desarrollo y la mantencién del lupus.

Por lo tanto, evaluamos la capacidad de las DCs de inducir la diferenciacién de
linfocitos B virgenes a células plasméticas en presencia de estimulos patogénicos y
encontramos que las DCs de ratones lipicos L5 (los cuales poseen el locus Nba2
completo) en presencia de CpG, inducen un incremento de alrededor de 30 veces del
porcentaje de células que expresan CDI138, un marcador de células plasmaticas,
comparadas con DCs de ratones normales B6. Este resultado demuestra que
efectivamente las DCs pueden participan en la diferenciacion de linfocitos B a células
plasmaticas. En humanos hay varios reportes que muestran que las DCs de pacientes
lipicos aumentan la generacién de células plasmaticas (Fayette, Durand et al. 1998;
Wykes, Pombo et al. 1998; Wykes and MacPherson 2000). Sin embargo, la contribucién

de las DCs en el modelo murino ha sido dificil de comprobar, lo que resalta atin més el
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aporte de este trabajo, ya que ademdas de demostrar una accién de las DCs en el

desenlace humoral de la enfermedad destaca la contribucion de los genes del locus Nba2

en este proceso.

D SR G S e e
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CONCLUSION

Una de las principales conclusiones obtenidas durante la realizacién de esta tesis es:

Las DCs del bazo de ratones lipicos al ser activadas mediante un estimulo
patogénico como CpG, inducen un incremento en la diferenciacién de linfocitos B

virgenes a células plasmaticas productoras de anticuerpos, probablemente a través de la

secrecion de IL-10.




ANEXOS

Los resultados obtenidos durante la realizacién de esta tesis han sido incluidos en un
manuscrito, el cual se encuentra en preparacion y que seré enviado este afio al Journal of

Experimental Medicine o al Journal of Immunology, titulado

“Dissection of the NZB-derived Nba2 locus reveals a dendritic cell and B cell
dysfunction that correlates with disease scverity”. Trine N. Jorgensen,*' Jennifer
Alfaro,*> ® Stephanie Atencio,' Melanie R. Gubbels Bupp,' Christina Mailloux,' Troy
Metzger,l Shannon l“lannery,I Chinonye Thekweazu,’ Stephen S. Rozzo,! William M.

Loo,3 Brian L. Kotzin,l Maria Rosa Bono,2 Mario R(:»semblatt,3 and Loren D, Erickson®

* Estos autores comparten la autoria del manuscrito.
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