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RESUMEN

El  lupus  eritematoso  sist6mico.  (LES)  es  iina  enfermedad  autoinmune  que  se

caracteriza   por   la   activaci6n   de   linfocitos   T  y   8   autoreactivos,   la   producci6n   de

autoanticuerpos y la formaci6n de complejos inmunes. La etiologfa de esta enfermedad

es   desconocida   no   obstante   existen   factores   gen6ticos   y   medioambientales   que

contribuyen  a  su  desarrollo.  Por  otra  parte,  las  c6Iulas  dendriticas  (DCs)  constituyen

una   poblaci6n  heterog6nea  de  celulas  presentadoras  de  anti'genos  que  regulan  la

activaci6n  y  diferenciaci6n  de  los  linfocitos T y  8.  En  este trabajo  postulamos  que  las

c6lulas   dendriticas   sufren    cambios   funcionales   importantes    relacionados   con    la

patog6nesis  del  lupus.  La  acci6n  de  las  c6lulas  dendriticas  depende  de  su  localizaci6n

en los tejidos y del estado de activaci6n al momento de interactuar con  los linfocitos T

y   a.    Nuestros   resultados   obtenidos   en   el   modelo   murino   de   lupus   (NZBW)Fl

demuestran  que  en  el  bazo  de  ratones  que  han-desarrollado  lupus  se  produce  un

incremento  anormal  en  el  ntimero  de  DCs,  en  particular de  la  subpoblaci6n  de  c6lulas

dendriticas   plasmacitoides   (PDC)   comparado   a   c6lulas   dendriticas   convencionales

(CDC).  Ambas  subpoblaciones  de  c6lulas  dendriticas  presentan  un  fenotipo  anormal,

caracterizado  por una sobre expresi6n de las  mol6culas co-estimuladoras CD80, CD86,

PD-L1,  PD-L2  y  un  patr6n  de  expresi6n  de  los  receptores  SLAM  diferente  de  aquel  de

c6lulas dendri'ticas de ratones controles y preldpicos.  En  consecuencia,  Ios linfocitos 8 y

T  CD4+  provenientes  de   bazo   de   ratones  ltlpicos  presentan   un  fenotipo  activado

caracterizado por una mayor expresi6n de mol6culas de co-estimulaci6n (CD80/CD86) y

de  activaci6n  (PD-1/CD25/CD69).  Por  otra  parte  los  linfocitos  T  y  8  presentaron  un

patr6n  diferencial de receptores SLAM.  Experimentos de co-cultivos entre   DCs,  LT y LB

sugieren  la  participaci6n  de  estos  receptores  en  el  desarrollo  de  la  enfermedad.  Para

investigar los  mecanismos  involucrados  en  la  acumulaci6n  de  c6Iulas  dendriticas  en  el

bazo   de    los    ratones    ltipicos,    realizamos   ensayos    de    migraci6n    competitivos   y

analizamos  por  PCR Arrays  los  niveles  de  expresi6n  de  un  conjunto  de  quimioquinas y

de  receptores  de  quimioquinas.  Los  experimentos  de  migraci6n  demostraron  que  las
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c6lulas.  dendri'ticas  del  bazo  de  ratones  preltipicos y  ldpicos  migran  preferencialmente

al  bazo  en  comparaci6n  con  c6Iulas  dendrfticas  de  ratones  control.  Estos  resultados

sugieren  que  la  acumulaci6n  de  celulas  dendri'ticas  en  el  bazo  de  ratones  ldpicos  esta

relacionada   con   la   expresi6n   de   un   patr6n   de   expresi6n   g6nico   especifico   de

quimioquinas y receptores de  quimioquinas en  las  c6lulas  dendriticas y en  el  estroma

del bazo de ratones Mpicos que permite su acumulaci6n en este 6rgano. El conjunto de

estos   resultados   demuestran   que   las   alteraciones   funcionales   encontradas   en   las

c6lulas dendriticas durante el desarrollo del lupus favorece el estado de hiperactivaci6n

de linfocitos T y 8 contribuyendo asf al desarrollo de la enfermedad.

Xl



ABSTRACT

Systemic  Lupus  Erythematosus  (SLE)  is  an  autoimmune  disease  characterized  by  the

activation  of autoreactive T and  8  Iymphocytes, the production  of autoantibodies  and

the  formation  of  immune  complexes.  Although  its  etiology  is  unknown,  genetic  and

environmental factors contribute to its development. On the other hand, dendritic cells

(DCs)  constitute  and  heterogeneous  population  of antigen  presenting  cells  regulating

the activation and differentiation of T and a lymphocytes.  In this work we propose that

dendritic cells  undergo  important functional changes related with the  pathogenesis of

lupus.  Dendritic cell action depends on their tissue localization and activation state at a

moment  when  they  interact  with  T  and  a  cells.   Our  results,  obtained  on  the  lupus-

prone  mouse  model  (NZBW)  F1,  allow  us  to  propose  that  the  spleen  of  lupic  mice

produces  an  abnormal  increase  in  the  number  of  DCs,  specifically  the  plasmacytoid

dendritic  cell  (PDC)  subpopulation  instead  of conventional  dendritic  cells  (CDC).   Both

subpopulations  of dendritic  cells  show  an  abnormal  phenotype,  characterized  by the

over-expression  of the  co-stimulatory  molecules  CD80,  CD86,  PD-L1,  PD-L2  and  also  a

•    different expression pattern  of the SLAM  receptors. Consequently, splenic 8 and CD4+

T lymphocytes from  lupic mice show an activated phenotype characterized  by a  higher

expression of co-stimulatory (CD80/CD86) and activation  (PD-1/CD25/CD69) molecules.

On  the  other  hand,  T  and   8  lymphocytes  showed   a   differential  pattern  of  SLAM

receptors. Co-culturing DCs, T cells and  8 cells suggest that these receptors participate

in    the    disease    development.    To    investigate   the    mechanisms    involved    in    the

accumulation  of dendritic cells in the spleen  of lupic mice, we carried  out competitive

migration  assays  and  also  analyzed  by  PCR Arrays the  expression  levels  of a  group  of

chemokines  and  chemokine  receptors. The  migration  experiments  demonstrated  that

splenic dendritic cells from  prelupic and  lupic mice preferentially migrate to the spleen

in  comparison  to  dendritic  cells  from  control  mice.  These  results  suggest  that  the

accumulation of dendritic cells in the spleen of lupic mice is related with the expression

of a specific gene expression pattern of chemokine and chemokine receptors on splenic
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dendritic cells and  splenic stroma of lupic mice, which  allows their accumulation  in this

organ.  All  these  results  allow  us  to  propose  that  the  functional  alterations  found  in

dendritic cells during the development of lupus favors the  hyperactive state of both T

and a lymphocytes, which in conjunction contribul:e to the development of the disease.
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1.  INTRODUCC16N

1.1.         Lupus eritematoso sist6mico

EI  Iupus  eritematoso  sist6mico  (LES)  es  una  enfermedad  autoinmune  cr6nica

que   afecta   mulltiples   organos,   entre   los   cuales   se   encuentran   los   rifiones,   las

articulaciones,  la  piel,  el  coraz6n  y  los  pulmones  (McCowan,  1998).  Se  estima  que  a

nivel  mundial  existen  cerca  de  5  millones  de  personas  con  algdn  tipo  de  Lupus.  En

Chile,  la  cifra  ascenderia  a  30.000  pacientes con  Lupus  Eritematoso Sist6mico  (LES),  de

los   cuales   27.000   serfan   mujeres.   El   90%   de   los   casos   se   presenta   en   mujeres,

principalmente  en  edad  fertil  los cuales  presentan  episodios  de crisis y de  remisi6n,  lo

cual   es   independiente   del   tratamiento   recibido   (Gui'a   clinica:   lupus   eritematoso

sist6mico,  MINSAL/SOCHIRE 2011).

Desde  un  punto  de vista  inmunol6gico,  el  LES  es  un  trastorno  inflamatorio  que

se  caracteriza  por  la  presencia  de  linfocitos T  (LT) y linfocitos  8  (LB)  autoreactivos y  la

producci6n      de     autoanticuerpos     contra     componentes     nucleares,     Ios     cuales

corresponden   principalmente   a   los   isotipos   de   inmunoglibulinas   (1g)   fijadoras   del

complemento   lgGl  e  lgG3.   La  generaci6n  y  deposici6n   de   los  complejos  inmunes,

formados  entre   los  auto-anticuerpos  y  el   DNA,   en   el   riii6n   activan   la  cascada  del

complemento  y  reclutan  a  neutr6filos,  los  cuales  inducen  una  serie  de  eventos  que

culminan   con   el   dafio   inflamatorio   de   la   membrana   basal   (glomerulonefritis),   la

liberaci6n  de  protefnas  en  la  orina  y  el  consecuente  desarrollo  de  proteinuria  (Carroll,

2004).



La  etiologfa  de  esta  enfermedad  es  desconocida  sin  embargo  se  conoce  que

existen    factores    gen6ticos    que    contribuyen    importantemente    en    el    riesgo    a

desarrollarla  (Fairhurst  et al,  2006;  Wakeland  et al,  2001).  El tratamiento  de  pacientes

con  LES se  basa  principalmente en  la  inmunosupresi6n  no  especifica y en  el  control  de

los sintomas, previniendo a la vez el dafio de 6rganos, sin embargo no existe cura para

esta enfermedad  (Guia clinica: lupus eritematoso sist6mico, MINSAL/SOCHIRE 2011).

1.2.         Alteraciones inmunologicas en el LES

En  esta  enfermedad,  la  principal  fuente  de  autoantigenos  son  nucleosomas,  ss-

dsDNA  o  cuerpos  apopt6ticos  (Casciola-Rosen  et  al,  1999;  Casciola-Rosen  &  Rosen,

1997;  Casciola-Rosen  et  al,  1994),  los  cuales  son  fagocitados  por  DCs  y  presentados  a

las c6lulas T a trav6s de  las mol6culas  MHC.  La  activaci6n  de las c6lulas T autoreactivas

permite  las  interacciones  entre  linfocitos  T  y  8,  permitiendo  la  diferenciaci6n  de  LB

hacia    celulas    plasmaticas,    Ias   cuales    secretan    los    auto-anticuerpos    patog6nicos

(Fairhurst et al, 2006), forman complejos inmunes y se depositan en los tejidos.

1.2.1       Auto-anticuerpos

El  lupus  eritematoso  sist6mico  (LES)  es  una  enfermedad  autoinmune  que  se

caracteriza por la producci6n de un amplio espectro de anticuerpos que se asocian con

una gran variedad  de manifestaciones clinicas.  Estos anticuerpos son  producidos  por la

activaci6n  de  los  linfocitos  8  auto-reactivos  que  reconocen  auto-antigenos  nucleares,

de  membrana  celular,  proteinas  plasmaticas  y  de  matriz  extracelular.  Esta  excesiva



activaci6n se refleja en los mss de 100 auto-anticuerpos descritos hasta el momento en

el  LES,  cada  uno  de  ellos  con  distinto  valor  diagn6stico  y  pron6stico  (Marks  & Tullus,

2012).

Los  ANAs,  anticuerpos  dirigidos  contra  auto-antfgenos  localizados  en  el  nticleo

celular,  pueden  clasificarse  de  acuerdo  con  la  estructura  reconocida,  en  anticuerpos

dirigidos   contra   nucleosomas   (anti-ADN,   antihistonas,   anti-DNP   a   complejo   DNA-

histona),  proteinas  no  histonas  asociadas  al  ADN  (anticentr6mero,  anti-Scl70,  anti  Ku,

antilaminas nucleares, anti-HMG, anti-PCNA y otros), proteinas no histonas asociadas al

RNA   (anti-Sin,   anti-RNP,   anti-Ro,   anti-La,   anti-Jo-1   y   otros   anti-ENA)   y   nucl6olos

(antinucleorales) (Marks & Tullus, 2012).

Los  anticuerpos  antinucleares,  ANAs,  estan  presentes  en  el  98%  de  pacientes

diagnosticados con  LES. Sin embargo su presencia no es especifica de esta enfermedad

ya  que  pueden  estar  presentes  en  pacientes  con  otras  enfermedades  autoinmunes

como artritis reumatoi'dea y esclerodermia. La especificidad de los ANA encontrados en

el  LES son  principalmente  dsDNA,  SSDNA, Sin,  Ro,  la,  cromatina  e  histonas.  En  general,

los tl'tulos de los auto-anticuerpos no se correlacionan  con  la  enfermedad,  excepto los

anticuerpos anti-dsDNA, sugiriendo un  rol  patog6nico  para ellos (Marks & Tullus,  2012;

Tan, 2012).

1.Z.2 Complemento y lupus

El  sistema  del  complemento  est5  implicado  en  la  patog6nesis  del  LES  pudiendo

actuar  como  mediador  de  la  inflamaci6n  o  bien  proporcionar  protecci6n  para  evitar



respuestas autoinmunes.  Los  complejos  inmunes activan  a  la  primera  componente de

la   via   clasica   del   complemento   C1,   Io   que   lleva   a   la   formaci6n   del   complejo   C3

convertasa.    Alteraciones    en    este    importante    paso    causa    lesiones    tisulares    y

manifestaciones     del     LES     (Muller-Eberhard,     1988).     Hallazgos     posteriores     ham

demostrado  que la  asociacion  del  sistema  del  complemento  con  el  LES  es  mucho  mss

compleja.  Se  ha  documentado  que  pacientes  con  LES  poseen  deficiencias  hereditarias

de ciertas  proteinas  del  complemento  (Pickering et al,  2000) y que  hasta  un tercio  de

los   pacientes   con   esta   enfermedad   tienen   altos   niveles   de   autoanticuerpos   que

reconocen    C1    (Siegert    et    al,    1993),    protei'na    esencial    para    la    activacion    del

complemento.

1.2.3     C6lulas Dendriticasy lupus

Las   c6Iulas   dendriticas   (DCs)   son   c6lulas   presentadoras   de   antigeno   (APCs)

capaces  de  inducir  inmunidad  o  tolerancia.    SeFiales  de  ``dafio"  como  inflamaci6n  o

infecci6n  inducen  la  maduraci6n  de  las  DCs  que  continuamente  capturan  antfgenos

desde tejidos perifericos.  Este proceso incluye la redistribuci6n hacia la superficie de las

DCs  de  mol6culas  de  histocompatibilidad  (MHC)  cargadas  con  antfgenos,  un  aumento

en  la  expresi6n  de  mol6culas de coestimulaci6n  y su  migraci6n  hacia  las areas T de  los

6rganos  linfoides  donde  presentan   los  anti'genos  procesados  a  los  linfocitos  T  (LT)

provocando  la  proliferaci6n  y  diferenciaci6n  de  6stos  y  la  iniciaci6n  de  la  respuesta

inmune.  Por otro  lado,  la  interacci6n de linfocitos T virgenes con  DCs inmaduras induce

tolerancia  periferica,  por  mecanismos  que  incluyen  anergia/deleci6n  de  linfocitos  o  la
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generaci6n   de   LT   reguladores   (Banchereau   et   al,   2000).   Adicionalmente,   se   ha

demostrado  que  las  DCs  modulan  la  funci6n  de  los  LB.  Pueden  capturar  y  retener  al

antfgeno no  procesado y entonces transferirlo a  LB vfrgenes para iniciar una  respuesta

humoral  (Wykes  et  al,  1998)  e    inducir  la  diferenciaci6n  terminal  de  LB  hacia  c6lulas

plasmaticas  independiente  de  LT a trav6s  de  la  producci6n  de  lFN-a  e  lL-6  (Jego  et  al,

2003; Poeck et al, 2004) y  de manera contacto dependiente (Jorgensen et al, 2010).

Se ha documentado que las DCs son una poblaci6n de c6Iulas muy heterog6neas

(Steinman    &    ldoyaga,    2010).     Las    c6lulas    dendriticas    convencionales    (CDC)    y

plasmacitoides  (PDC)  representan  las dos  principales subpoblaciones  de  DCs  las  cuales

cumplen  diferentes  funciones  en  la  respuesta  inmune.   Las  CDC  se  caracterizan  por

expresar  elevados  niveles  de  CDllc  y  por  su  capacidad  de  estimular fuertemente  la

respuesta  inmune  adaptable.  Por  el  contrario,  las  PDC  se  caracterizan  por  expresar

menores  niveles  de  CDllc  y  por  expresar  8220.  Adicionalmente,  secretan  elevados

niveles de la citoquina  lFN-a cuando reconocen secuencias de DNA de virus o bacterias

(Reizis et al,  2011).

Debido   a   su   rol   protag6nico   en   inmunidad   y  tolerancia,   las   DCs   han   sido

implicadas en la patog6nesis de algunas enfermedades autoinmunes y particularmente

en  el lupus eritematoso sist6mico  (LES).  La  presencia  de LT y LB autoreactivos en  el  LES

sugiere  que  esta  enfermedad  puede  ser  inducida  par  alteraciones  funcionales  en  las

c6lulas dendriticas (Palucka et al, 2002).



El   interfer6n   de   tipo   I   (lFNcl/B)   ha   sido   asociado   con   autoinmunidad,   en

particular ha sido asociado como  un factor critico en  el  desarrollo  del  LES  (Hooks et al,

1979).  En  efecto,  pacientes  con  LES  contienen  elevados  niveles  de  lFN-a  en  el  suero  y

estos  niveles  se  correlacionan  con  la  actividad y severidad  de  la  enfermedad  (Thibault

&  Utz,  2003).  Por otra  parte,  se  ha  propuesto  un  papel  patog6nico  de  IFN-a  en  LES  ya

que  i)  el  tratamiento  de  ratones  con  esta  citoquina  induce  daiio  renal  (Moss  et  al,

1988),   ii)   las   terapias   de   pacientes   con   tumores   tratados   con   lFN-a   inducen   la

producci6n  de  anticuerpos  anti-DNA  (loannou  &  lsenberg,  2000)  y iii)  al tratar  ratones

reci6n  nacidos  con  lFN-a  se  reducen  las  poblaciones  de  LT y  LB  en  un  80%,  fen6meno

observado  en  pacientes ltipicos  (Lin  et al,  1998).  El   lFN-a  es  producido  principalmente

por las pDCs, las que son capaces de secretar elevados niveles de esta citoquina cuando

reconocen  DNA  de  virus  o  bacterias  que  contienen  secuencias  CpG.  En  los  pacientes

con  LES,  las  pDCs  estan  continuamente  siendo  activadas  por complejos  inmunes  que

contienen  DNA propio y anticuerpos (Barrat et al,  2005; Gilliet et al, 2008;  Ronnblom et

al,  2003).  La  producci6n  de  lFN-a  por  pDCs  en  estos  pacientes  induce  la  activaci6n  y

maduraci6n  de  las  DCs  mieloides  (mDCs)  que  estimulan  a  los  LT autoreactivos  (Blanco

et al, 2001). Ademas, el lFN-a secretado por las pDCs, en conjunto con lL-6, estimulan la

diferenciaci6n   de   LB  autoreactivos  a  c6lulas   plasmaticas  secretoras  de  anticuerpos

(Jego  et  al,  2003).  Se  ha  descrito  que  en  sangre  periferica  de  pacientes  con  LES,  el

ntimero de pDCs se encuentra disminuido, debido posiblemente a la migraci6n de estas

c6lulas  hacia  los  tejidos  linfoides  perifericos  y  sitios  de  inflamaci6n  (Cederblad  et  al,



1998;  Gill  et  al,  2002).  De  hecho,  se  han  encontrado  pDCs  maduras  en  las  lesiones

cutaneas  de  pacientes  con  LES  (Farkas  et  al,  2001).  En  ratones,  contrario  a  lo  ocurrido

en   humanos,  se   ha   mostrado  una   acumulaci6n   de  DCs  tanto   en   sangre  periferica

(lshikawa et al, 2002) como en el bazo de ratones con lupus (Kalled et al, 2001).

Estudios  anteriores han  abordado  el tema  de  la  estabilidad  del fenotipo  de  las

DC  en  los  pacientes  con  LES  (Crispin  et  al,  2012;  Decker  et  al,  2006;  Ding  et  al,  2006;

Koller et al, 2004) y en modelos murinos de la enfermedad (Colonna et al, 2006; Wan et

al,   2007;   Zhu   et   al,   2005).   Aunque   estos   resultados   son   variables,   el   concepto

predominante  es  que  las  DCs  de  los  pacientes  con  LES  estan  anormalmente  activadas,

caracterizado por una alta expresi6n de marcadores de maduraci6n como CD80, CD86,

CD40,  un  incremento  en  los  niveles  de  citoquinas  pro-inflamatorias  y  una  expresi6n

alterada   de   receptores   de   quimioquinas   (Gerl   et   al,   2010),   contribuyendo   asi   al

desarrollo de la enfermedad.

1.2.4       Linfocitosylupus

Los   linfocitos   8   son   esenciales   en   la   patog6nesis   del   lupus   debido   a   la

producci6n  de  auto-anticuerpos   contra  anti`genos  nucleares.  La  disminuci6n  de  los  LB

en  un  modelo  de  lupus  previene la  nefritis y la vasculitis,  indicando  que son  esenciales

para    la    iniciaci6n    y    desarrollo    de    esta    enfermedad    (Shlomchik    et    al,    1994).

Adicionalmente  se  demostr6  en  un   modelo  de  lupus,  que  los  LB  poseen  un  papel

independiente    de    la    secreci6n    de    anticuerpos,    probablemente    como    APCs    o

contribuyendo  directamente  en  la  inflamaci6n  local  (Chan  et  al,  1999).  En  pacientes



con LES activo se ha documentado un incremento de los LB autoreactivos, de memoria

y c6lulas plasmaticas (Fairhurst et al, 2006; Jacobi et al, 2003) con  un  mayor estado de

activaci6n  (Grammer &  Lipsky, 2003).  El  uso de terapias que eliminan  los  LB para el  LES

ha generado mucho entusiasmo sin embargo no se han obtenido buenos resultados en

las fases clinicas de fase Ill  (Sanz & Lee, 2010).

Estudios  en  pacientes  y  modelos  murinos  con  LES  han  demostrado  que  los  LT

CD4+ son  importantes  para  la  producci6n  de  autoanticuerpos  (Busser  et  al,  2003).  En

adici6n,  se  han  identificado  anormalidades  como  una  exagerada  respuesta  de  calcio

(Liossis  et  al,   1998),  sobre-expresi6n  de  marcadores  de  activaci6n  (Bijl  et  al,  2001;

Desai-Mehta et al, 1996; Hoffman, 2004) y anomalias en la  muerte celular inducida por

activaci6n (Xu et al, 2004),

Los   linfocitos   T   reguladores   (Treg)   son   una   subpoblaci6n   especializada   de

linfocitos T que acttia suprimiendo  la activaci6n de la  respuesta  inmune,  manteniendo

asi' la homeostasis de este sistema y favoreciendo la tolerancia hacia autoanti'genos. Se

caracterizan   por   la   expresi6n   constitutiva   del   factor   de   transcripci6n   Foxp3,   por

expresar el receptor de  lL-2  (CD25)  e inhibir la  proliferaci6n  de  LT efectores especificos

(Sakaguchi  et al,  2006).  Alteraciones  num6ricas y funcionales  de  los Tregs  se  relaciona

de manera directa con el desarrollo de diferentes enfermedades autoinmunes (Paust &

Cantor,   2005;   Sakaguchi,   2000).   Se   han   obtenido   resultados   controversiales   con

respecto  al  numero  de  Treg  en  sangre  periferica  de  pacientes  con  LES  (Bonelli  et  al,

2010) debido probablemente  a una falta de consenso de los marcadores especfficos de



esta  poblaci6n.  Adicionalmente,  algunos  estudios  han  descrito  que  Treg  de  pacientes

con  LES  poseen  una  reducida  capacidad  supresora  comparado  con  individuos  sanos

(Lyssuk  et  al,  2007;  Valencia  et  al,  2007;  Vargas-Rojas  et  al,  2008)  mientras  que  otros

estudios  no  observan  deficiencias funcionales  de  los Treg en  estos  pacientes  (Vargas-

Rojas et al, 2008; Zhang et al, 2008).  Estudios recientes han descrito que pacientes con

lupus  activo  poseen  un  aumento  de  la  poblaci6n  de  Treg  CD25neg  comparado  con

pacientes   con   artritis   reumatoidea   e   individuos   sanos,   y   que   este   aumento   se

correlaciona  con  la  actividad  de  la  enfermedad  (Bonelli  et al,  2009;  Horwitz,  2010),  sin

embargo su funci6n no ha sido bien definida.

1.2.5       Microambientey lupus

En  el  LES,  el  dafio  en  los  tejidos  se  debe  principalmente  al  reclutamiento  de

leucocitos  al   sitio  de  la   inflamaci6n.   Este   evento  ocurre   debido  a   la   presencia   de

quimioquinas,   proteinas de bajo  peso molecular con funci6n  quimiot5ctica  que acttian

a trav6s de sus  receptores  expresados  en  la  membrana  plasmatica.  Se dividen  en  dos

grandes   grupos:   quimioquinas   homeostatica§,   las   cuales   est5n   involucradas   en   el

homing fisiol6gico  de  leucocitos  (Moser  &  Loetscher,  2001;  Murphy  et  al,  2000)  y  las

quimioquinas   inflamatorias,   las   cuales   estan   involucradas   en   el   reclutamiento   de

leucocitos  en  sitios  donde  el  tejido  se  encuentra  daFiado  (Charo  &  Ransohoff,  2006;

Vielhauer et al,  2007).   Estudios en  modelos  animales  con  lupus,  han  demostrado  que

las c6Iulas de rifi6n producen las quimioquinas inflamatorias CCL2, CCL4, CCL5 y CXCL10

(Segerer  et  al,  2000;  Vielhauer  et  al,  2007).  En  otro  estudio,  se  document6  que  la



expresi6n   de  quimioquinas  inflamatorias  en   rifi6n   de   un   modelo   murino   de  lupus

precede  a  la  infiltraci6n  de  c6lulas y  la  secreci6n  de  citoquinas  durante  el  inicio  de  la

nefritis  (Perez  de  Lema  et  al,  2001),  pudiendo  utilizarse  como  marcadores  de  esta

enfermedad.

Los  sitios  especializados  donde  ocurren  las  interacciones  DC/LT y  LT/LB  son  los

6rganos  linfoides  secundarios   (OLS)   (Mueller  &  Germain,   2009).   En   estos  6rganos,

estan  presenten  c6Iulas hematopoy6ticas y c6lulas estromales. Se ha comprobado que

las  c6lulas  estromales  no  s6lo  proporcionan  soporte  y  organizaci6n  al  OLS,  sino  que

tambi6n  entregan  sefiales sitio especificas a  las  c6lulas  entrantes  determinando  el tipo

de   respuesta   desarrollada   (Hammerschmidt   et   al,   2008;   Molenaar   et   al,   2009).

Adicionalmente,    las   c€lulas   estromales   desempefian    un   importante   papel   en   el

silenciamiento  de  c6lulas  T  autorreactivas,  una  funci6n  atribuida  previamente  al  timo

(Cohen  et al,  2010;  Lee et  al,  2007).  En  el  LES,  existen  pocos  estudios  que demuestren

la contribuci6n del microambiente (c6lu[as hematopoy6ticas, estromales y epiteliales) a

esta  patologia.  Uno de ellos describe que las c6lulas hematopoy6ticas provenientes de

m6dula 6sea  de pacientes con  lupus no  poseen  un  aspecto  normal y crecen mss lento

(Sun   et   al,   2007).   Con   estos   antecedentes   es   posible   pensar   que   en   el   lupus,   el

microambiente  del  bazo  (c6lulas  estromales)   pudiese  estar  involucrado  en  posibles

alteraciones en este 6rgano.
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1.2.6       ReceptoressLAMylupus

En  el  lupus,  se  han  descrito  mss  de  10  regiones  diferentes  del  genoma  que

podrfan estar relacionadas con el incremento para desarrollar lupus. La regi6n  lq23 ha

sido asociada con  la  p6rdida  de tolerancia  inmune y la  producci6n  de  autoanticuerpos.

La  regi6n  sintenica  en  ratones  equivale  al  locus  Slel  o  Nba2  del  cromosoma  1  de  las

cepas  New  Zealand  White  y  New  Zealand  Black  respectivamente.  Esta  regi6n  g6nica

posee varios genes candidatos que contribuyen al fenotipo del  LES, como los genes de

los receptores Fc, los receptores del complemento CR1/CR2 y el cluster de genes de los

receptores  SLAM   asf  como  tambi6n   las  mol6culas  adaptadoras   responsables   de   la

transducci6n  de  seiiales  de  las  mol6culas  SLAM  llamadas  EAT2a/b  (Wandstrat  et  al,

2004).   La familia  de  receptores SLAM  (signaling lymphocyte activation  molecule) y sus

adaptadores  intracelulares SAP  (SLAM-associated  protein) juegan  un  importante  papel

en  la  regulaci6n  de la  respuesta   inmune innata y adaptable.  La familia  de genes SLAM

codifican  para  nueve miembros; SLAM  F1  (CD150), SLAM  F2  (CD48), SLAM  F3  (CD229 6

Ly9),  SLAM  F4  (CD244  6  284),  SLAM  F5  (CD84),  SLAM  F6  (NTB-A  6  Lyl08),  SLAM  F7

(CD319  6  CRACC),  SLAM  F8  (BLAME)  y SLAM  F9  (SF2001).  Estos  se  expresan  en  varios

tipos  celulares  del  sistema  inmune  incluyendo  LT  activados,   LB,  macr6fagos  y  DCs,

encontrandose que cada tipo celular puede expresar incluso mss de un receptor SLAM.

Casi  todos  los   receptores  SLAM   establecen   interacciones   homotipicas  a  trav6s  del

dominio  extracelular,  actuando  como  ligandos  propios.  Interesantemente,  existe  una

gran  variaci6n  en  las  afinidades  de  estas  asociaciones  (Kd~0,5-200  rM)  lo  que  podria



contribuir a  la  regulaci6n  de  las funciones del  sistema  inmune  (Calpe  et  al,  2008;  Chan

et  al,  2006;  Veillette  et  al,  2006).  Los  receptores  SLAM  estan  compuestos  de  dos  o

cuatro (Ly9) dominios tipo inmunoglobulinas en su  regi6n extracelular, un segmento de

transmembrana  y  un  dominio  citoplasmatico  con  mdltiples  motivos  lTSMs  (immune

receptor  tyrosine  based  switch  motifs)   (Calpe  et  al,  2008).   Los  lTSMs  contienen  la

secuencia   aminoacl'dica   consenso  TXYxxV/I   la   cual   es   reconocida   por  las   mol6culas

adaptadoras   de  la  familia  SLAM,   llamadas  SAP,   EAT-2  y  ERT.   Estas  protefnas  estan

compuestas esencialmente por un dominio de homologfa Src (SH2) fusionado a un tallo

corto C-terminal.  La  proteina SAP se expresa en  LT,  NK,  linfocito T natural  killer (NKT) y

algunos LB.  En  contraste,  EAT-2 se expresa en  NK,  DCs y macr6fagos,  mientras que  ERT

solo  se  expresa  en  c6lulas  NK  (Calpe  et  al,  2008).  La  cascada  de  sefializaci6n  rio  abajo

de  SLAM  ha  sido  extensamente  estudiada  en  el  contexto  de  la  activaci6n  de  los  LT.

Estas protei'nas establecen  un  nexo entre  los  receptores SLAM y las quinasas tipo  Fyn,

que   regulan   la   activaci6n   de   NFk-B   dependiente   de   la   protefna   quinasa    C.    La

importancia  de esta  cascada  de sefializaci6n fue entendida cuando se  encontr6  que la

causa  de  la  enfermedad  humana  linfoproliferativa  ligada  a  X    (XLP)  se  debia  a  una

mutaci6n   en    la    proteina   SAP   (Cannons   et   al,   2004;   Nichols   et   al,   2005).    Esta

inmunodeficiencia     fatal     se     caracteriza     por     una     mononucleosis     fulminante,

disgamaglobulemia y desordenes linfoproliferativos (Nichols et al, 2005). Algunos de los

aspectos   de   esta   enfermedad   son   reproducidos   en   el   rat6n      SAP-/-;   exagerada

linfoproliferaci6n   de   LT  CD4  y  CD8  en   respuesta   a  virus,   defectos  en   la   memoria
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asociada  a  los  LB,  en  el  ntimero  de  c6lulas  plasmaticas  y  centros  germinales  y  en  la

producci6n  de  grandes  cantidades  de  lFN-y  luego  de  la  estimulaci6n  /.n  v/.fro  de  LT,

entre   otras   cosas.   Por   otro   lado,   las   funciones   de   los   receptores   SLAM   fueron

determinadas gracias a  la creaci6n  de ratones que pierden  miembros individuales de la

familia SLAM.  Estos receptores participan en la  polarizaci6n de LT hacia TH2 (Calpe et al,

2008),  cambio  de  isotipo  de  LB  y  mantenci6n  de  c6Iulas  plasmaticas,  citotoxicidad  de

[as  c6lulas  NK,  desarrollo  de  las  c6lulas  NKT  (Calpe  et  al,  2008),  inhibici6n  de  las c6lulas

NK  dependiente  de   MHC  (Veillette,  2006)  y  en   la  funci6n  efectora  de  macr6fagos

(Wang et al, 2004) y DCs (Rethi et al, 2006).

Estudios   recientes   indican   que   miembros   de   los   receptores   SLAM   estarian

implicados   en   la  genesis  y  mantenci6n   de  varios  des6rdenes   autoinmunes.   Se   ha

observado  que  monocitos  y  macr6fagos  provenientes  del  colon  de  pacientes  con  la

enfermedad  de  Crohn  poseen  un  aumento  en  la  expresi6n  de  SLAM  F1  (Theil  et  al,

2005).   En   un   modelo   de   colitis,   la   expresi6n   de   SLAMF2   (CD48)   por   APCs   y   LT

contribuye  al  desarrollo  de  la  enfermedad  (Abadia-Molina  et  al,  2006).  En  pacientes

con artritis reumatoidea se observ6 un aumento en  la expresi6n  de SLAM en  LT desde

fluidos sinoviales  (lsomal(i  et al,  1997).  Mientras  que  pacientes con  esclerosis  mtiltiple

muestran un aumento en la expresi6n de SLAM Fl en sangre periferica comparado con

individuos  sanos  (Ferrante  et  al,  1998).  En  el  lupus  se  ha  demostrado  la  presencia  de

variantes  polim6rficas  de  los genes SLAM.  Estos  polimorfismos  resultan  en  diferencias

en  la  expresi6n  de  miembros  SLAM  en  linfocitos,  sugiriendo  un  rol  de  los  receptores
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SLAM   en   la   p€rdida  de  tolerancia   de  los   LB  (Wandstrat  et  al,.  2004).   Un   estudios

reciente  ha  descrito  que  las  c6lulas  mononucleares  de  sangre  de  pacientes  con  LES

poseen  una  expresi6n  alterada  de  SLAM  F7  y  F4  (Kim  et  al,  2010)  mientras  que  otro

estudio,  document6  en  un  modelo  animal  de  esta  enfermedad,  la  existencia  de  una

nueva isoforma de SLAM F6 que reduce la enfermedad  (Keszei et al, 2011).

Resultados  previos  de  nuestro  laboratorio  indican  que  existen  diferencias  en  la

expresi6n  de receptores SLAM  en  las pDCs de ratones que poseen el segmento g6nico

SLAM.  Concretamente se observ6 una  disminuci6n de la expresi6n  de SLAM  F2  (CD48),

SLAM  F4  (CD84)  y  SLAM  F6  (Lyl08)  en  pDCs  en  comparaci6n  con  las  pDCs  controles

(Jorgensen  et  al,  2010).  Estos  resultados  sugieren  que  una  alterada  expresi6n  de  los

receptores SLAM  podrfa  mediar una  activaci6n  inapropiada  de linfocitos y contribuir al

fenotipo autoinmune del locus Nba2.

1.3        Modelo murino de lupus: ratones (NZBW)F1

El modelo murino (NZBW)  Fl es una cruza de las cepas New Zealand Black (NZB)

y New Zealand  White  (NZW).  Esta  cepa  desarrolla  espontaneamente  una  enfermedad

autoinmune  caracterizada  por la  producci6n  de  anticuerpos  antinucleares  (ANA)  y  por

el  desarrollo  de  una  glomerulonefritis  (GN)  fatal  mediada  por complejos  inmunes.  Los

anticuerpos antinucleares poseen mtiltiples especificidades contra diferentes anti'genos

entre los cuales se encuentran el ADN  de simple hebra  (SSDNA), el ADN  de doble hebra

(dsDNA)  y  complejos  de  protel'nas  con  acidos  nucleicos  (Gioud   et  al,   1983).  Se  ha

demostrado que la producci6n  de ANA y la GN son atribuidos al intervalo Slel derivado
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de la cepa  NZW y al intervalo Nba2 de la cepa  NZB (Morel et al,  1996;  Rozzo et al,  1996;

Wakeland  et  al,  2001).  Los  alelos  de  susceptibilidad  Slel  y  Nba2  se  sobreponen  en  la

regi6n  telom€rica  del  cromosoma   1  y  se  sugiere  que   los  genes  de  susceptibilidad

asociados  a  estas  regiones  se  encuentran  compartidos  en  ambas  cepas  de  rat6n.  En

este   modelo,   las   hembras   son    notablemente   mas   susceptibles   a   desarrollar   la

enfermedad  que  los  machos (Gubbels et al,  2005).  Estas caracteristicas se asemejan  a

las  encontradas  en  el  lupus  humano,  por  lo  que  estos  ratones  ofrecen  un  excelente

modelo  para  el  estudio  de  varias  de  las  anormalidades  inmunol6gicas  caracteristicas

del  lupus.
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HIP6TESIS

Las  c6lulas  dendriticas  provenientes  de  ratones  liipicos  BWFl  se  acumulan  en  el

bazo    debido    a    cambios    en    las    propiedades    migratorias    y    quimioatractantes,

produciendo la  activaci6n de linfocitos T y 8 autoreactivos.

OBJETIVO GENERAL

Determinar  la   participaci6n   de  las  celulas  dendrl'ticas  en   el   desarrollo  del   lupus

eritematoso sistemico.

OBJETIVOS ESPEcfFICOS

1.    Estudiar  las   sub-poblaciones   de   c6lulas   dendriticas   presentes   en   diferentes

6rganos  linfoides  secundarios  y  analizar  su  estado  de  activaci6n   durante  el

desarrollo del lupus.

2.    Evaluar  la   influencia   de  las  c6lulas  dendrfticas  de  bazo  de  ratones  ltipicos  y

normales sobre la activaci6n de linfocitos T y 8.

3.    Determinar el mecanismo  por el cual las DCs se acumulan  en  el  bazo  durante el

desarrollo del lupus.
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2.    MATERIALES Y METODOS

2.1  Animales

Ratones  hembras  (NZBW)Fl  y  NZW  se  obtuvieron  de Jackson  Laboratory  (Bar  Harbor,

USA).    Para    los   experimentos   se   utilizaron    ratones    (NZBW)Fl   de   3    meses   que

denominamos preldpicos ya que no poseen  ningtin si'ntoma  de la enfermedad, ratones

(NZBW)Fl  de  10  meses  que  denominamos  ldpicos,  los  cuales  producen  anticuerpos

anti-DNAdh y presentan daiio renal ya que tienen altos niveles de protei'nas en la orina

(proteinuria  de  500mg/dL).  Como  ratones  controles  se  utilizaron  hembras  de  la  cruza

de  las cepas  de  ratones  NZWx  Balbc,  los  cuales  presentan  el  mismo  haplotipo  H-2  que

los    ratones    (NZBW)F1,    se    utilizaron    como   cepa    control.   Todos    los    ratones   se

mantuvieron bajo condiciones de esterilidad, con aire filtrado y comida autoclavada, en

el   bioterio   de   la   Fundaci6n   Ciencia   para   la   vida   (Santiago,   Chile).   Los  animales  se

sacrificaron  mediante la exposici6n a di6xido de carbono.

2.2 ELISA para la detecci6n de  anticuerpos anti-DNA de doble hebra.

Se  utilizaron  placas  de  96  pocillos  de  fondo  plano  (Nalgene  Nunc  International,  USA)

recubiertas  con  3,1Lig   de  DNA   de timo  de  cabra  (SIGMA,  USA)  disuelto  en  buffer SSC

(NacI  O,15M,  citrato  de  sodio  0,015M  pH=8).  Se  incubaron  por  18  horas  a  379C  y  se

lavaron  tres  veces  con  PBS-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
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soluci6n  de  PBS-Tween  0,05%.  Posteriormente se  agregaron  los sueros de  los  ratones

1/500  en  PBS-Tween  0,05% y  se  incubaron  por  1  hora  a  temperatura  ambiente.    Las

placas   se   lavaron   tres  veces   con   PBS-Tween   0,05%  y  se   incubaron   por   1   hora   a

temperatura  ambiente con  el  anticuerpo secundario  hecho  en cabra anti-lgG  de  rat6n

conjugado a HRP (DAKO,  USA) diluido  1/2000 en  PBS-Tween 0,05%.  Por ultimo,  las

placas  se  lavaron  5 veces  con  PBS-Tween  0,05%  y se  agregaron  100ul  por pozo

del sustrato  proveniente  del  kit TMB Substrate  Reagent Set (BD  Bioscience,  USA).

La reacci6n se detuvo usando 50Lil de una soluci6n  lM de  H3P04 (Merk,USA) y se

leyeron las densidades 6pticas en un espectrofot6metro (JENWAY,  UK).

2.3  Anticuerpos y reactivos

Se   usaron   los   siguientes   anticuerpos   monoclonales   comerciales   adquiridos   en   BD

Biosciences.  CD3  FITC clon  17A2,  CD4  FITC clon  RM4-5,  CDllc  FITC clon  HL3,  CD8a  FITC

clon  53-6.7,  CD79b  FITC  clon  HM79b,  CD80  FITC  clon   16-10A1,  CD4  PE  clon  RM4-5,

CDllc  PE  clon  HL-3,  CD62L PE  clon  MEL-14,  CD69  PE clon  H1.2F3,  CDllc APC clon  HL3,

CD273   (PD-L2)   APC   clon   TY25,   CD19   APC-H7clon   lD3.   Anticuerpos   adquiridos   en

eBiosciences:  CD25  FITC  clon  PC61.5,  CD48  (BCM1)  FITC  clon  HM48-1,  CD279  (PD-1)

FITC  clan  J43,  lFN-y  FITC  clon  XMG1.2,  Lyl08  PE  clon   13G3-19D,  CD86  PE  clon  GL-1,

CD199  (CCR9)   PE  clan  CW-1.2,  CD274  (PD-L1)  PE  clon  MIH5,  CD25  APC  clon  PC61.5,

CD45R  (8220)  PECY7  clon  RA3-682,  Foxp3  PEcy7  clon  FJK-16s.  Anticuerpos  adquiridos

en  Biolegend:  CD194 (CCR4)  PE clon  2G12,  CD196  (CCR6)  PE  clon  29-2L17,  CD229  (Ly-9)

PE   clon    Ly9ab3,    CD150   APC   clon    TC15-12F12.2,    lL10   APC   clon   JES-516E3.    Para
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determinar viabilidad se utiliz6  LIVE/DEAD  Fixable Violet Dead Cell Stain  kit (Invitrogen,

USA) y  Pl  (Sigma Aldrich,  USA).  Para  la  activaci6n  de  linfocitos T se  utiliz6 el  anticuerpo

purificado   CD3   clon   145-2C11   (eBiosciences).   Para   la   t6cnica   de   Wester   blot   se

utilizaron   los  siguientes  anticuerpos:   anticuerpo   monoclonal   anti-SAP   (clan   10C4.2)

(eBioscience)    y    el    anticuerpo    policlonal    anti-EAT-2    (Abcam).    Como    anticuerpos

secundarios se utiliz6 anti-Igs de conejo conjugado a peroxidasa de rabano y anti-lgs de

rat6n   conjugado  a     peroxidasa   de  rabano   (Dako).  Ademfs  se   utiliz6  el   anticuerpo

policlonal anti-actina de conejo (Sigma).

2.4  lnmunofluorescencia

Las  celulas  de  los  distintos  6rganos  (bazo,  PLN,  MLN, timo,  BM  y sangre)  se  incubaron

por  15  minutos  con  anti-CD16/CD32 .diluci6n  1/100  (clon  2.4G2,  BD  Biosciences)  para

bloquear FCR,  posteriormente las c6lulas se  lavaron con  PBS-FCS  2% y se centrifugaron

a 400 x g por 7 min.  Posteriormente,  las c6lulas se incubaron con las correspondientes

combinaciones  de  los  anticuerpos  diluidos  en  PBS-FCS  2%  durante  20  minutos  a  4°C.

Enseguida  las  c6Iulas se  lavaron  con  PBS-FCS  2%,  se  centrifugaron  a 400 x g durante  7

minutos  a  4°C  y  el  pellet  se  resuspendi6  en  aproximadamente  300  prl  de  PBS-FCS  2%

para  luego ser analizadas en  un  cit6metro de flujo  FACS  Canto  11  (BD  Bioscience,  USA).

Los analisis de los datos se realizaron utilizando los programas FACS Diva y FlowJo.

2.5  Detecci6n intracelular de Foxp3

Para    el    marcaje    intracelular,    luego    del    marcaje    de    superficie,    las    c6lulas    se
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resuspendieron  a  una  concentraci6n  de  lxl06  c6lulas/ml  en  300  ul  de  la  soluci6n  de

fijaci6n/permeabilizaci6n (eBioscience) y se incub6 toda  la  noche a 49C. Al dfa siguiente

las   c6lulas   se   lavaron   2   veces   con   700   Lil   de   buffer   de   permeabilizaci6n   y   se

centrifugaron  a  3.000  rpm   por  7  minutos  a  4°C.  Se  agreg6  a  cada  tubo  50  lil  del

anticuerpo correspondiente; anti-Foxp3  (eBioscience), y el  control  de  isotipo  (rat lgG2a

k,  eBioscience)  diluidos  en  buffer  de  permeabilizaci6n.  Se  incub6  por  30  minutos  en

oscuridad a 4gc, se lavaron las c6Iulas 2 veces con 700 Ill del buffer de permeabilizaci6n

se  centrifugaron  a  3.000  rpm  por 7  minutos y se  resuspendieron  en  PBS-FCS  2%  para

posteriormente ser analizadas mediante citometrfa de flujo.

2.6  Aislamiento de c6lulas de m6dula 6sea, linfonodos y bazo

M6dula  6sea:  Se  disecaron  tibias y femures  de  ratones  control,  prelupicos y ltipicos y

los  huesos  se  perfundieron  con  20  ml  de  medio  RPMl  (lnvitrogen).  La  m6dula  6sea  se

disgreg6  mediante  agitaci6n  fuerte  para  obtener  una  suspensi6n  homog6nea  y  las

c6lulas   obtenidas   se   pasaron   a   trav6s   de   una   gaza   para   eliminar   los   agregados

celulares.  Las distintas  poblaciones celulares se identificaron  mediante  la  utilizaci6n  de

anticuerpos especfficos y an5lisis mu[tiparam6trico por citometrl'a de f[ujo.

Linfonodos:  Las  c6lulas  se  obtuvieron  a  partir  de  linfonodos  perifericos  (PLN),  bazo  y

linfonodos   mesent6ricos   (MLN)   desde   ratones   control,   preldpicos   y   ltipicos.   Los

6rganos  se  disgregaron  mecanicamente  y  se  trataron  con  1  mg/ml  de  colagenasa  D

(Roche,  USA)  y 20  pug/ml  de  DNAsa  (Sigma,  USA)  por 45  minutos  a  37°C  con  agitaci6n

suave.  Posteriormente, Ios tejidos se pasaron a trav6s de una malla metalica de 90 Hm
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para    eliminar    los    agregados    celulares   y    las    distintas    poblaciones    celulares   se

determinaron  mediante  la  utilizaci6n  de  anticuerpos  especificos  y  analisis  mediante

citometrfa  de flujo.  Las  c6lulas  obtenidas  de cada  6rgano  se contaron  para  obtener el

numero total de c6lulas promedio recolectadas en cada uno de los ratones.

2.7  Purificaci6n de DCs de bazo

EI  bazo  de  los  diferentes  ratones se  disgreg6  mecanicamente y se  resuspendi6  en  4,5

ml de RPMI-FCS  10%.  Las c6lulas se digirieron en  presencia  de  lmg/ml  de colagenasa  D

(Roche,  USA) y 20 Lig/ml de DNAsa  (Sigma,  USA), y se incub6 durante 1 hora a 37°C con

agitaci6n.  Posteriormente,  las c6lulas se pasaron a trav6s de  una  malla metalica  de 90

Lim  y las  c6lulas se centrifugaron  a  450 x g  por 7  minutos.  Para  lisar los g16bulos  rojos,

las c6lulas se resuspendieron  en 2 ml  de  una soluci6n  hipot6nica  de cloruro de amonio

(NH4Cl  0,15M,   KHC03   10mM  y  Na2EDTA  0,1mM,  pH  7,2-7,4)  y  se  incubaron  por  5

minutos  a temperatura  ambiente.  En seguida,  las c6lulas se  lavaron  una  vez  con  10 ml

de  buffer  de  purificaci6n  (PBS,  EDTA  2mM,  FCS  5%),  se  centrifugaron  a  450 x  g  por  7

minutos  y  se  resuspendieron  en  300  Hl  de  buffer  de  purificaci6n  por  cada  lxl08  de

c6lulas  y  se  incubaron  con  30  Ill  de  MACS  anti-CDllc  de  rat6n  (clon  N418)  (Miltenyi

Biotec)  durante  20  minutos  a  4°C con  agitaci6n.  En  seguida,  las  c6lulas  se  lavaron  una

vez con  10 ml  de buffer de purificaci6n, se centrifugaron  a 450 x g por 7 minutos y se

resuspendieron   en   1   ml   de   buffer   de   purificaci6n.   Las   c6lulas   se   seleccionaron

positivamente  de  acuerdo  a  las  instrucciones  del  fabricante  utilizando  un  magneto

(VarioMACS) y columnas  LS  (Miltenyi  Biotec).
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2,8  Ais]amiento de diferentes sub-poblaciones ce[u[ares mediante cell sorter

Se realiz6  la digesti6n  de los bazos de acuerdo al  protocolo  previamente descrito para

la  purificaci6n  de  DCs  de  bazo.  Las  c6lulas  totales  del  bazo  se  marcaron  durante  20

minutos    a    49C    en    PBS+2%    FCS    con    diferentes    combinaciones    de    anticuerpos

dependiendo  de  la  poblaci6n  a seleccionar.  Para  los experimentos de Western  blot se

aislaron    LT   CD4+,   LB,    DCs   convencionales   (CDC)   y   DCs   plasmacitoides   (PDC).   Las

diferentes  sub-poblaciones  se  aislaron  segtin  el  siguiente  fenotipo:  LT  CD4+  (CD79b-

CD11c-8220-CD4+),  LB  (CD79b+CDllc-8220+CD4-),  cDCs  (CD79b-CDllc+8220-) y pDCs

(CD79b-CDllc+8220+).    Dado    que    las   sub-poblaciones    de    c6lulas    dendriticas   se

encuentran en  un  bajo porcentaje (aproximadamente 1-20/o) las c6lulas totales de bazo

utilizadas  para  purificar  estas  subpoblaciones  fueron  depletadas  previamente  de  LT y

LB.   Para  depletar  de  LB  se  incub6  el  extracto  de  c6lulas  totales  con  el  anticuerpo

acD79b   FITC   (clon   HM79b)   durante   15   min   a  4°C  en   agitaci6n.   Las  c6lulas  fueron

lavadas y posteriormente incubadas durante  15  min a 4°C,  en oscuridad y agitaci6n con

el  anticuerpo  secundario  a  Armenian  Hamster  lgG2/3  FITC.  Luego  las  c6lulas  fueron

lavadas   y   resuspendidas   a   una   concentraci6n   final   de   20xl06   cel/mL   con   medio

PBS+2mM  EDTA+0,10/OBSA.  Las c6lulas marcadas fueron incubadas con  Dynabeads Goat

anti-Mouse  lgG  durante  30  min  a  4°C  en  oscuridad  y  agitaci6n.  Pasado  el  tiempo  de

incubaci6n   las   c6lulas   fueron   pasadas   por   magneto   y   la   fracci6n   negativa   fue

recuperada.   Posteriormente  la  fracci6n  negativa  fue  depletada  de  LT.   Para  esto  se

incub6  las  c6lulas  con  el  anticuerpo  ctcD3  FITC  (clon  17A2)  durante  15  min  a  4°C  en

22



agitaci6n   y   oscuridad.    Luego   las   c6lulas   fueron   lavadas   y   resuspendidas   a   una

concentraci6n final  de  20xl06 cel/mL con  medio  PBS+2mM  EDTA+0,1%BSA.  Las c6lulas

marcadas fueron incubadas con Dynabeads Sheep anti-Rat lgG durante 30 min a 4°C en

oscuridad  y  agitaci6n.  Pasado  el  tiempo  de  incubaci6n  las  c6lulas  fueron  pasadas  por

magneto y la fracci6n negativa fue recuperada, la cual fue posteriormente marcada con

los anticuerpos  CD79b  FITC,  CDllc  PE y  8220Pecy7,  para  lograr separar  mediante cell

sorter las c6lulas  CDC y PDC.    Las  poblaciones celulares  se separaron  utilizando  un  cell

sorter FACSAria  11  (BD  Bioscencies)  perteneciente a  la  Fundaci6n Ciencia  & Vida.

2.9  SDS-PAGE y Western blot

Linfocitos  T,   Iinfocitos  8  y  DCs  purificadas  mediante  cell  sorting  fueron   lisados  con

tamp6n de lisis (SDS 7,5%; PMSF 7,5 mM;  Na3V04 7,5 mM; Tris-Cl 75 mM  pH 7,4; coctail

inhibidor de proteasas) y se centrifugaron a 12000 rpm por 15 min a 4°C. Se recuper6 el

sobrenadante  donde se  encuentran  las  protefnas totales y luego se  almacen6  a  -20°C

hasta su posterior utilizaci6n.  Los extractos de proteinas fueron cuantificados mediante

un  ensayo  BCA  (Thermo  Scientific)  de  acuerdo  a  las  instrucciones  del  fabricante.  Se

cargaron  20 ug de  proteina total  en tamp6n  de carga  previamente  incubados  5  min  a

100°C.   La   electroforesis  se   realiz6   a   50  V   hasta   que   las   muestras   llegaran   al   gel

concentrador y  luego  a  100  V.  Transcurrido  el  tiempo  de  electroforesis  las  protei'nas

fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa, la cual se bloqueo durante 16hrs

a  4°C en  una  soluci6n  de  PBS-Tween  20  0,1% + 3% de  BSA.  Las  proteinas  adaptadoras

asociadas    a    SLAM    fueron    detectadas    con    el    anticuerpo    monoclonal    anti-SAP
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(eBioscience)  y  el  anticuerpo  policlonal  anti-EAT-2  (abcam)  ambos  diluidos  a  1:250  en

PBS-Tween 0,1%.  La incubaci6n con el anticuerpo primario se llev6 a cabo durante 2 hrs

a  temperatura  ambiente y  en  agitaci6n.  Luego  se  incub6  durante  1  hr a temperatura

ambiente  con  el  anticuerpo  secundario  anti-lgs  de  rat6n  HRP-Pxd  diluido  1:5.000  en

PBS-Tween  20 0,1%.  Como control  positivo de la  presencia  de la  protel'na SAP se utiliz6

un  lisado  de  la  li'nea  celular Jurkat  mientras  que  para  la  expresi6n  de  EAT-2  se  utiliz6

como  control  positivo  un  lisado  de  la  li'nea  celular  Devernelle.  Como  control  negativo

para  ambas  protefnas  adaptadoras  se  utiliz6  un  lisado  de  suero  proveniente  de  un

rat6n  BALB/c.  Como  control  de  carga  se  evalu6  Ia  expresi6n  de  actina  utilizando  un

anticuerpo  anti-actina  diluido  1:250  en  PBS-Tween  20  0,1%,  el  cual  se  revel6  con  el

anticuerpo secundario  anti-lgs  de  conejo  conjugado a  HRP-Pxd  diluido  1:5.000 en  PBS-

Tween   20   0,1%.   Las   membranas   de   nitrocelulosa   fueron   reveladas   en   oscuridad

utilizando    el    kit   Supersignal   West    Pico    Chemiluminescent   Substrate,    segdn    las

instrucciones del fabricante.  El  analisis de  la  densidad  relativa  de  las  bandas obtenidas

mediante Western  blot se  realiz6  con  el  programa  lmageJ.  La  intensidad  de  las  bandas

fue cuantificada  densitom6tricamente, normalizando con  la  intensidad  cuantificada de

las bandas del control de carga, actina.

2.10  Aislamiento de Linfocitos T reguladores

Los Tregs  se aislaron  desde  bazo  de  los diferentes  ratones  utilizando  el  kit CD4+CD25+

Regulatory  T  Cell   Isolation   Kit   (N°   130-091-041,   Miltenyi   Biotec).   Cien   millones   de

esplenocitos  se  resuspendieron  en  400  Ill  de  buffer  de  purificaci6n  (BSA  0,5%-2  mM
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EDTA en  PBS) y se incubaron  10 minutos a 4°C con  agitaci6n con  100 Hl  de  una  mezcla

de  anticuerpos  biotinilados  anti-  CD8a  (Ly-2;  isotipo:  lgG2a  de  rata),  CDllb  (Mac-1;

isotipo:  lgG2b  de rata),  CD45R  (8220;  isotipo:  lgG2a  de  rata),  CD49b  (DX5;  isotipo:  lgM

de  rata)  y Ter  119  (isotipo:  lgG2b  de  rata).  Posteriormente,  se  agregaron  300  Hl  de

buffer  de  purificaci6n,  200  iil  de  MACS  anti-biotina  y  100  Hl  de  anticuerpo  anti  CD25

conjugado a  PE y se incub6 en  agitaci6n  por 15  minutos a 4°C en oscuridad.  Las c6lulas

se  la.varon  con  10  ml  de  buffer  de  purificaci6n  y  se  centrifugaron  a  300  x  g  por  10

minutos.   Las   c6lulas  se   resuspendieron   en   500   lil   de   buffer  de   purificaci6n   y  se

seleccionaron   usando   columnas   LD   de   acuerdo   a   las   instrucciones   del   fabricante

(Miltenyi  Biotech).  La  fracci6n  eluida  corresponde  a  LT  CD4+.  Enseguida  las  c6lulas  se

incubaron  con  10 lil  de MACS anti-PE con agitaci6n  por 15 minutos  a 4°C en oscuridad.

Las c6lulas se  lavaron con  10 ml de  buffer de  purificaci6n y se centrifugaron  a  300 x g

por  10 minutos.  Las  celulas se  resuspendieron  en  500  lil  de  buffer de  purificaci6n  y se

seleccionaron  positivamente  usando  columnas  MS  de  acuerdo  a  las  instrucciones  del

fabricante  (Miltenyi  Biotec).  El  eluido  de  la  columna  corresponde  a  c6lulas  T vi'rgenes

CD4+CD25-   (con   una   pureza   mayor  al   90%)  y  las  c6lulas   retenidas  en   la  columna

corresponden a LT reguladores CD4+CD25+ (pureza mayor al 95%).

2.11  Marcaje de LT con CFSE

Los  LT  CD4+CD25-  se  resuspendieron  a  una  concentraci6n  de  107  c6lulas/ml  en  PBS

mantenido  a temperatura  ambiente.  A  la  suspensi6n  celular se  le  agreg6  1  Hl  de  CFSE

5mM  por cada  107  c6lulas/ml  y se  incub6  con  agitaci6n  por  10  minutos  en  oscuridad.
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Posteriormente  se  agreg6  suavemente  un  volumen  igual  de  FCS  y  se  incub6  por  1

minuto  a temperatura  ambiente.  Las  c6lulas se  lavaron  con  10 ml  de  medio  RPMl  con

FCS  10%  y  se  centrifug6  a  450  x  g  por  7  minutos  a  49C.   Finalmente,  Ias  c6lulas  se

resuspendieron  a  una  concentraci6n  de  2xl06 por  ml  en  medio  lMDM  suplementado

(FCS 10%, 55 HM a-mercaptoetanol).

2.12  Ensayo de supresi6n

C6lulas   dendriticas   CDllc+   y   LT  virgen   CD4+CD25-   purificados   desde   el   bazo   de

acuerdo   a   los   protocolos   descritos   anteriormente   y   marcados   con   CFSE,   se   co-

cultivaron   en   placas  de  96   pocillos  de  fondo   redondo   (Orange)   en   una   raz6n   2:1

(0,1xl06  DC:  0,05xl06  LT)  en  200  uL  en  medio  lMDM  suplementado,  en  presencia  de

lLig/mL de anti-CD3  (17A2,  eBioscience).  Estos co-cultivos  se incubaron  en  presencia o

ausencia  de  Tregs  CD4+CD25+  obtenidos  de  ratones  control,  preldpicos  o  ltlpicos  en

una  raz6n  1:1  con  respecto  a  los  LT  CD4+CD25-.  Al  tercer  dia  de  co-cultivo  se  evalu6

mediante citometrfa  de flujo  los ciclos  de proliferaci6n  mediante  la  detecci6n  del  CFSE

en los LT CD4+CD25-.

2.13      Co-cultivos de c6lulas dendriticas y linfocitos T

Las  DCs  (1xl06  c6lulas/mL)  y  los  LT  (1xl06 c6lulas/mL)  se  co-cultivaron  a  una  raz6n  de

1:2   en   medio   lMDM+10%FCS   suplementado   con   50prM   de   2-ME,   50   pug/mL   de

gentamicina y O,5mg/mL de anfotericina-B (Fungizona) a 379C y 5%C02 en presencia de

lLlg/mL de  anti-CD3  (17A2,  eBioscience).  En  donde se  indique,  se agregaron  LB  (5xl06
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c6Iulas/mL)   a   una   raz6n   5:1   con   DCs.   Luego   de   5   dfas   de   cultivo,   las   c6lulas   se

recuperaron para el analisis por FACS.

2.14 Marcaje de DCs con Calceina

C6lulas  dendrl'ticas  purificadas  del  bazo  de  ratones  control  se  resuspendieron  a  una

concentraci6n  de  107  c6lulas/ml  en  medio  DMEM  suplementado  con  FCS  2%,  20  mM

Hepes.  Las c6Iulas se incubaron con  2 Ill Calceina 0,5 ngful  por cada  107 c6Iulas/ml  con

agitaci6n a 37°C por 20 minutos y en oscuridad. Posteriormente, a la suspensi6n celular

se  agreg6  gota  a  gota  un  volumen  igual  de  FCS.  Las  c6lulas  se  centrifugaron  a  400 x g

por  10  minutos  a  20°C  utilizando  una  raz6n  de  aceleraci6n  y  desaceleraci6n  igual  a  4

con   el   fin   de   formar   la   gradiente.   Se   elimin6   el   sobrenadante   y   las   c6lulas   se

resuspendieron   en   500   Lll   de   medio   DMEM   suplementado   que   se   encontraba   a

temperatura  ambiente.   Las  c6lulas  se  dejaron  reposar  por  5  minutos  antes  de  ser

utilizadas.

2.15   Marcaje de DCs con TRITC

C6lulas    dendriticas    purificadas    del    bazo    de    ratones    preltlpicos    y    Mpicos    se

resuspendieron   a    una   concentraci6n   de    15   x    106   c6Iulas/ml    en    medio   DMEM

suplementado con  FCS  2%,  20  mM  Hepes.  Las c6lulas se  incubaron  con  20 lil TRITC 90

Hg/ml  por cada  15 x  106 c6lulas/ml  en  agitaci6n  a  37°C por 20 minutos y en  oscuridad.

Posteriormente, Ia suspensi6n celular se agreg6 gota a gota sobre un volumen igual de

FCS.  Las c6lulas  se centrifugaron  a  400 x g por  10  minutos  a  20°C  utilizando  una  raz6n
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de aceleraci6n y desaceleraci6n igual a 4 con el fin  de formar la gradiente. Se elimin6 el

sobrenadante y las c6lulas se resuspendieron en 500 ul de medio DMEM suplementado

que  se  encontraba  a  temperatura  ambiente.   Las  c6Iulas  se  dejaron   reposar  por  5

minutos antes de ser utilizadas.

2.16  Ensayos de homing

Para  esto se  mezclaron  lxl06  DCs provenientes del  bazo de  ratones control  marcadas

con  calcei'na  con  lxl06  de  DCs  provenientes  del  bazo  de  ratones  preldpicos  o  ltipicos

marcadas   con   TRITC.   Las   c6lulas   se   centrifugaron   a   450  x  g   por  7   minutos  y  se

resuspendieron  en  200  LIL de  media  DMEM  suplementado  con  FCS  2%,  20 mM  Hepes.

La   suspensi6n   celular  se   inyect6  vi'a   intravenosa   en   ratones   control,   preltipicos  o

ltipicos.  Despu6s  de  48  h  los  ratones  se  sacrificaron,  se  extrajo  el  bazo,  se  disgreg6

mecanicamente y  las c6Iulas  se  pasaron  a trav6s  de  una  malla  metalica  de  90  iim.  Los

g16bulos  rojos  se  lisaron  y  las  c6lulas  se  centrifugaron  a  450  x  g  por  7  minutos.  Los

esplenocitos   se   resuspendieron   en   PBS-FCS   2%   a   una   concentraci6n   de   2,5xl07

c6lulas/ml.  EI   I'ndice  de  homing  (lH)  se  determin6  mediante  citometrfa  de  flujo  de

acuerdo a la siguiente ecuaci6n:

I.H.  = DC TRITC+ DC Calcel'na+

(DC TRITC+)entrada / (DC Calceina+)entrada

2.17  Preparaci6n de estroma de bazo

Celulas  del  bazo  de  ratones  control,  preldpicos  o  ltipicos  se  obtuvieron  disgregando

mecanicamente el 6rgano. Posteriormente, las c6lulas se pasaron a trav6s de una malla
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metalica   de   90   Hm   y   se   centrifugaron   a   450  x   g   por   7   minutos.   Las   c6lulas   se

resuspendieron  en  2  ml  de soluci6n  de  lisis  de g16bulos  rojos y se  incubaron  durante 5

minutos a temperatura ambiente.  En seguida, Ias c6Iulas se lavaron con medio a-MEM

(GIBCO) suplementado con  10% de  FCS y se centrifugaron  a 450 x g por 7  minutos.  Las

c6lulas se sembraron a una concentraci6n de 4xl06 c6lulas/ml en placas de 24 pozos en

medio  a-MEM  suplementado.  Cada  dos  dias  se  reemplaz6  la  mitad  del  volumen  del

pozo  (500  Hl)  por  medio  fresco.  Las  c6lulas  se  crecieron  a  confluencia  (entre  3  a  4

semanas  de  cultivo)   para  luego  proceder  a  aislar  ARN   directamente  de  las  c6lulas

adheridas a los pozos.

2.18  Aislamiento de RNA

EI  RNA  total  de  los  cultivos  primarios  de  c6lulas  estromales  se  aisl6  usando  TRlsure

(Bioline).    Las    c6lulas    se    lisaron    con    lmL    de    TRlsure    por    cada    3xl06    c6lulas

pipeteandolas varias veces hasta formar una suspensi6n  homog6nea.  Las  muestras se

incubaron  por 5 minutos a temperatura ambiente. Se agreg6 200HL de cloroformo por

cada  lmL de TRlsure  utilizado y se agitaron vigorosamente  por 15 segundos,  luego se

mantuvieron por 2 a 3 minutos a temperatura ambiente y se centrifugaron a 12.000 x g

por 15 minutos a 4°C. Se transfiri6 la fase acuosa (que contiene el ARN) a otro tubo y se

precipit6  el  ARN  agregando  500LIL  de  isopropanol  por  cada  lmL  de TRlsure  utilizado.

Las muestras se incubaron por 10 minutos a temperatura ambiente y se centrifugaron a

12.000 x g por  10 minutos  a 4°C. Se elimin6  el sobrenadante y el  pellet se lav6 una vez

con  lmL de  etanol  al  75% y finalmente se centrifug6  a  7.500 x g por 5  minutos a 4°C.



Una  vez  eliminado  el  sobrenadante  se  sec6  el  precipitado  de  RNA al  aire y  se  disolvi6

en  agua  libre  de  DNasa  y  RNasa.  Por  tiltimo,  el  RNA  se  incub6  por  10  minutos  a  65°C

para eliminar las estructuras secundarias.  EI ARN se mantuvo a -80°C hasta su uso.

2.19  PCR Array

Para   evaluar   el   nivel   de   expresi6n   de   genes   de   quimioquinas   y   receptores   de

quimioquinas  se   utiliz6   el  sistema   PCRArray  (PAMM-012,  SABiosciences,   USA).   Este

ensayo    se    realiz6    directamente    en    los    pozos    de    una    placa    de    96    pocillos

(proporcionadas por el fabricante) que contiene 88 diferentes pares de partidores para

88   genes   diferentes   que   incluyen   quimioquinas,   receptores   de   quimioquinas   y

diferentes   genes   de   expresi6n   constitutiva.   Adem5s,   en   la   placa   se   incluyen   los

correspondientes  controles  para  evaluar  la  posible  conta.minaci6n  con  ADN  gen6mico,

controles  para  evaluar  la  eficiencia  de  la  transcripci6n  reversa  y  finalmente  controles

positivos  de  la  reacci6n  en  cadena  de  la  polimerasa  (PCR).  Se  utiliz6  lug  de  RNA  por

muestra   el   cual   fue  tratado   con   2   iil   de   la   soluci6n   5X  gDNA   Elimination   Buffer

(SABiosciences)  durante 5 minutos a 42°C para eliminar el  DNA gen6mico.  Las muestras

se   enfri'an   rapidamente   en   hielo   y   luego   se   centrifugaron   a   14.000   rpm   por   10

segundos.    La    transcripci6n    reversa    se    realiz6    agregando    a    la    mezcla    tratada

previamente  10 Ill de RT Cocktail  (SaBioscience) el  que contiene 4 Ill de  Buffer RT 5X,  1

Hl  de  mezcla   de  partidores,   2  Hl   de  transcriptasa   reversa  y  3  Hl   de  H20  Iibre  de

nucleasas.  La  reacci6n  se  realiz6  durante  15  minutos  a  42°C y se  detuvo  incubando  la

mezcla  a  95°C  por  5  minutos.  Finalmente  las  muestras  se  diluyeron  con  91  Ill  de  H20



libre  de  nucleasas.  La  mezcla  de  reacci6n  de  PCR se  realiz6  afiadiendo  a  la  soluci6n  de

CDNA,  1.350 Hl de qpcR  Master mix y 1.248 ul  de H20 libre de  nucleasas. Se agregaron

25  Hl  de  la  mezcla  de  reacci6n  de  PCR a  cada  pocillo y se  realiz6  Ia  PCR en tiempo  real

de  acuerdo  al  siguiente  programa  de  amplificaci6n;  1  ciclo  a  95°C  por 10  minutos y 4o

ciclos  de  15  segundos  de desnaturaci6n  a  95°C y 1  minuto  de  extensi6n  a  6o°C en  un

termociclador    Stratagene    Mx3000p    (Stratagene).    Los    datos    adquiridos    fueron

exportados a  una tabla  Excel  (Microsoft) y enviados para su  analisis a  la  pagina web de

SABioscience  donde  el  software  propietario  analiz6  los  Act y -AAct  de  cada  muestra

entregando  como  resultado final  el  valor  del  ntimero  de veces  de  cambio  aumento  o

disminuci6n  en  la  expresi6n  g6nica  en  los  ratones  preltipicos y  ltipicos  con  respecto  a

los ratones control.

2.20  Analisis estadistico

La comparaci6n de los datos obtenidos de los diferentes ratones se realiz6 utilizando el

ensayo t de student no param6trico con dos colas y con intervalos de confianza de 95%.

EI  i'ndice  de  homing  se  analiz6  utilizando  el  test  de  Wilcoxon.  La  significancia  de  las

veces   de   cambio   en   la   expresi6n   de   los   genes   de   las   quimioquinas   y  genes   de

receptores de quimioquinas se analiz6 mediante t-student.  Los valores de probabilidad

menores   a   0,05   se  consideraron     significativos.   Todos   los  test   estadisticos  fueron

realizados utilizando el programa Graphpad Prism versi6n 5.

31



3.   RESULTADOS

3.1  Homeostasis alterada de las c6lulas dendriticas durante del desari.ollo del lupus.

Las  c6lulas  dendrfticas  (DCs)  son  centrales  para  la  iniciaci6n  de  una  respuesta

inmune adaptativa. Resultados recientes de nuestro laboratorio demostraron que en el

bazo de ratones ltlpicos (NZBW)Fl   se encuentran incrementadas en forma anormal las

c6Iulas   dendriticas   y   que   su   fenotipo   corresponde   a   c6Iulas   dendrl'ticas   del   tipo

plasmacitoides  (pDCs)  (Jorgensen  et al,  2010).  Las  DCs tienen  la  capacidad  de  migrar a

cualquier 6rgano linfoide dependiendo del estl'mulo que induce su movilizaci6n.  Puesto

que   en   el   desarrollo   del   lupus   se   desconoce   cual   es   el   estimulo   que   inicia   la

enfermedad,  mos  pareci6  interesante  determinar si  la  acumulaci6n  de  DCs  ocurrl'a  en

otros 6rganos linfoides y determinar el fenotipo de las DCs  presentes antes y despties

del desarrollo de la  enfermedad.  Nuestra estrategia a lo largo de todo este trabajo fue

analizar diferentes parametros relacionados con el desarrollo de lupus en ratones de la

cepa   (NZBW)Fl   y   correlacionarlos   con   la   presencia   y   estado   funcional   de   c6Iulas

inmunes como las DCs,  linfocitos a y T. Analizamos la  presencia de DCs en  bazo, ganglio

mesent6rico  (MLN),  linfonodo periferico  (PLN) y sangre en  ratones preltipicos,  ldpicos y

controles,  segdn  se  detalla  en  Materiales  y  M6todos.     En  la  Fig.  1  se  muestran  los

porcentajes  de  DCs totales,  que  definimos  como  c6lulas  CDllc+CD79b-.  CD79b  es  un

marcador  del  complejo  lgG/Igp  que  acompajia  al  receptor  para  el  anti'geno  de  los

linfocitos  a  (BCR)  y  lo  utilizamos  para  discriminar  a  las  DCs  de  los  linfocitos  a,  que  sf

expresan  esta  protei'na.  En  la  Fig.  1  se  observa  que  los  ratones  ltlpicos  presentan  un



mayor   porcentaje   de   DCs   en   bazo,   sangre   y   MLN   en   comparaci6n   con   ratones

preltipicos  y  controles,  mientras  que  en  PLN  s6lo  observamos  un  incremento  en  el

porcentaje de DCs cuando comparamos ratones ldpicos con  preltipicos.  Puesto que las

DCs   son   heterog6neas,   evaluamos   la   presencia   de   las   DCs   convencionales   (CDC)

caracterizadas como CDllc+8220-y las DCs  plasmacitoides  (PDC) caracterizadas como

CDllc+int8220+ tal  como  se  muestra  a  modo  de  ejemplo  en  la  Fig.  2A.  En  la  Fig.  28 se

muestran  los  ntlmeros absolutos de CDC y PDC en  los  diferentes 6rganos  linfoides,  los

cuales  se calcularon  a  partir de  los  porcentajes  de cada  una  de  las subpoblaciones  de

DCs  y  el  ntlmero  total  de  c6lulas  para  cada  6rgano.   No  se  observaron   diferencias

significativas  en  el  numero  de  c6lulas  del  bazo  de  los  distintos  ratones  analizados  sin

embargo,  observamos  una  disminuci6n  de  la  celularidad  en  PLN  y  MLN  de  ratones

ltlpicos comparado con ratones preli]picos y controles (datos no mostrados) .  La Fig. 28

muestra  en  primer  lugar  que  durante  el  desarrollo  de  la  enfermedad  se  produce  un

incremento significativo del numero de PDC en el bazo de ratones ltipicos comparado a

ratones  preltipicos  o   controles,   mientras   que   no  se  observaron   diferencias  en   los

ntimeros absolutos de CDC en los diferentes grupos de ratones. Segundo, en PLN, tanto

PDC  como  CDC  disminuyen   en   ratones  preltlpicos  y  ltlpicos  comparados  a   ratones

controles  pareados  por  sexo  y  edad.  Tercero,  en  MLN  encontramos  que  los  ratones

controles  tienen   un   mayor  ntimero  absoluto  de  CDC  comparado  a  todos  los  otros

grupos  de  ratones,  no  encontrandose  ademas  diferencias  en  ningtln  grupo  para  las

PDC.   Por  tiltimo,  encontramos  un  incremento  de  CDC  y  PDC  en  sangre  de  ratones
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ltipicos comparados con ratones preltipicos y controles.  El conjunto de estos resultados

sugiere la existencia de un desequilibrio en  la homeostasis o en  la migraci6n de las DCs,

tanto PDC como CDC, durante el desarrollo de la enfermedad.
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Figura  1.  El  bazo,  linfonodo mesent6rico tMLN) y sangre de ratones ltipicos presenta

un aumento en el porcentaje de DCs comparado a ratones prelripicos y controles. Las

DCs  de  bazo,  PLN,  MLN  y sangre  de  cada  grupo  de  ratones  se  obtuvieron  como  estf

descrito   en   Materiales   y   M6todos   y   se   analizaron   por   citometrl'a   de   flujo.   Los

porcentajes de DCs se determinaron a partir de c6Iulas CDllc+CD79b-y en los graficos
cada  punto  representa  la  evaluaci6n  de  un  animal.  El  analisis  estadi'stico  se  realiz6

mediante un test t-student (*p < 0,05; **p < 0,01 y ***p < 0,0001).
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Figura  2.  Los  ratones  ltipicos presentan  diferencias en  los  porcentajes de CDC y PDC

en  sangre  y  6rganos  linfoides  secundarios.  A)  Grafico  de  punto  representativo  que

muestra  como  se  hizo  la  distinci6n  entre  los  diferentes  tipos  de  DCs  basado  en  la

expresi6n  de  CDllc y 8220.  Las CDC corresponden  a  las  c6Iulas  CDllc+8220-y las PDC

corresponden   a   la   ventana   CDllc+high8220-.   Los   ndmeros   absolutos   de   DCs   se

calcularon  en  base  a  los  porcentajes  presentes  en  cada  una  de  estas  ventanas  y  el

ntlmero total  de  c6lulas  par 6rgano.  a)  Graficos  de  barras que  muestran  los  ndmeros

absolutos  de  CDC  y  PDC  obtenidos  en  bazo,  PLN,  MLN  y  sangre  de  ratones  controles,

preltipicos y ltipicos determinado como se  muestra en A (n=7).  El analisis estadi'stico se
realizo mediante un test de t de Student.  *P<0,05.  **P<0,001.  ***P<O,0001.



3.2  Las c6lulas dendri'ticas presentes en el bazo de ratones ldpicos se encuentran en

un estado anormal de activaci6n.

La funcionalidad de las DCs esta dada en  parte por la expresi6n de mol6culas de

coestimulaci6n  las  que  coordinan  una  respuesta  de  inmunidad  o  tolerancia.  En  esta

parte del estudio nos enfocamos principalmente en el bazo porque es el 6rgano donde

aparece claramente que las PDC se encuentran  aumentadas en comparaci6n a  ratones

preltlpicos y controles,  ademas,  este 6rgano refleja en  parte lo que esta ocurriendo en

la sangre.  Determinamos la  expresi6n de las mol6culas de co-estimulaci6n  CD80,  CD86,

PD-Ll  y  PD-L2  en  CDC  y  PDC  de  bazo  de  los  diferentes  grupos  de  ratones.  La  Fig.  3A

muestra  un  ejemplo  representativo de  la superposici6n  de histogramas para cada  uno

de los marcadores de activaci6n  evaluados en  CDC y PDC en  ratones ldpicos,  preltipicos

y  controles.  La  Fig.  38  muestra  el  analisis  estadistico  de  las  intensidades  medias  de

fluorescencia   provenientes   de   al   menos   7   experimentos   independientes  similar  al

mostrado en 3A.  En esta figura observamos que en general ambas poblaciones de DCs

provenientes de ratones ltipicos incrementan significativamente la  expresi6n  de CD80,

CD86,  PD-Ll  y  PD-L2  en  comparaci6n  a  las  DCs  provenientes  de  ratones  preltipicos  o

controles.  Cabe  notar  que  las  mol6culas  de  co-estimulaci6n  CD86  y  CD80  permiten

visualizar 2  subpoblaciones  de  porcentajes similares  en  las  PDC  de  los  ratones  lupicos

que  no  se observan  en  las  CDC de  estos  mismos  ratones.  Las  mol6culas  PD-Ll y PD-L2

tambi6n se expresan en forma heterogenea tanto en CDC como PDC.



Trabajos recientes han vinculado a los receptores SLAM, ubicados en el locus de

susceptibilidad  Slel/Nba2,  con  el  desarrollo  del  lupus  (Calpe  et  al,  2008; Jorgensen  et

al,   2010).  Al   evaluar  la   expresi6n   de  los  receptores  SLAM   para   los  cuales  existen

anticuerpos,   es   decir  SLAM   F1,   F2,   F3  y  F6,   encontramos   que   las  CDC  y  PDC  que

provienen  del  bazo  de  ratones  controles  y  preldpicos  expresan  todos  los  receptores

SLAM  en  forma  heterog6nea.  Como  se  muestra  en  la  figura  4,  las  CDC  del  bazo  de

ratones  ltipicos  aumentan  significativamente  la  expresi6n  de SLAM  F1  (de  un  10  a  un

40%)  y disminuyen  la  de  SLAM  F3  comparado  a  ratones  preltlpicos y  controles  (de  un

80  a  un  60%),  mientras  que  en  las  pDCs  ltipicas  s6lo  se  ve  afectada  la  expresi6n  de

SLAM  F3 donde alrededor de la  mitad de las PDC aumentan este receptor.  La figura 48

muestra la cuantificaci6n de estos datos.

El  dominio    citoplasmatico  de  los  receptores  SLAM  poseen  un  motivo  lTSM  el

cual es reconocido por las proteinas adaptadoras SAP e EAT-2. Se ha  descrito que SAP

se   expresa  en  LT,  LB y c6lulas  NK  mientras  que  EAT-2  se  expresa  en  DCs,  c6lulas  NK y

LB (Calpe et al,  2008).  Para evaluar la expresi6n relativa  de EAT-2 en CDC y PDC de bazo

de los distintos grupos de ratones, las DCs fueron aisladas mediante ceH sorter en base

a los marcadores CDllc y 8220 para discriminar entre CDC y PDC.  La  Fig. 5 muestra que

las  CDC  de  bazo  de  ratones  ltipicos  y  preltipicos  expresan  significativamente  mayores

niveles  de  la  proteina  adaptadora  EAT-2  comparado  con  las  CDC  que  provienen  de

ratones controles (Figura 5). Por el contrario, no se detectaron diferencias significativas

38



en  la  expresi6n  relativa  de  EAT-2  en  las  pDCs  provenientes  de  los  distintos  grupos  de

ratones (datos no mostrados).

En conjunto estos resultados demuestran que las CDC y PDC de bazo de ratones

ldpicos   presentan   un   fenotipo   activado   comparado   a   las   DCs   control  y  muestran

adem5s   diferencias   en   la   expresi6n   de  SLAM   Fl  y  la   protel'na   adaptadora   EAT-2,

sugiriendo  que ambas  poblaciones de  DCs  pueden tener participaci6n   en  el  desarrollo

del  lupus.



A)

Conm  Prd®Icoconm    Uipica
ioyon                          viap

„oi     ",     wl
1"-1

o'o,       'o'       'd      roi

Pl)I-1

JOvan                                yl®Jo

Cowl  prolupicocontol    nplco
ioven                            viejo joven                         vlqu

80

6a

±4o

cO

Figura   3.   Las   c6Iulas   dendri'ticas   provenientes   de   ratones   ltipicos   presentan   un

fenotipo hiperactivado comparado a DCs de ratones preltipicos y controles. Las DCs se

obtuvieron  de  bazo  de  ratones  de  cada  uno  de  los grupos  de  ratones  en  estudio y se

analiz6 por citometri'a de flujo los marcadores de activaci6n de DCs:  CD86,  CD80,  PDL-1

y   PDL-2.   A)   Superposici6n   de   histogramas   de   fluorescencia   para   los   marcadores
indicados  en   una  ventana  CDllc+8220-  (CDC)  y  CDll+nt8220+  (PDC).   Experimento

representativo  de  7 experimentos  independientes.  a)  Cuantificaci6n  de  los  resultados

mostrados  en  A.  Las  barras  representan  el  promedio  ±  error  estandar  de  la    IMF  de

c€lulas  positivas  de  7  experimentos  independientes.   El  an5Iisis  estadl'stico  se  realiz6

mediante un test t-Student.  *P<0,05.  **P<0,001.  ***P<0,0001.
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Figura 4. CDC y PDC de ratones ltipicos muestran diferencias en la expresi6n de SLAM

Fl y SLAM  F3.  Las DCs se obtuvieron de bazo de ratones de cada  uno de los grupos de

ratones  en  estudio  y  se  analiz6  por citometrl'a  de  flujo  la  expresi6n  de  SLAMF1,  SLAM

F2,  SLAM  F3  y SLAM  F6.  A)  Superposici6n  de  histogramas  de  fluorescencia  para  SLAM

Fl y SLAM  F3.  Las CDC se analizaron en  una ventana CDllc+8220-mientras que las PDC

se   analizaron   en   una   ventana   CDllc+'nt8220+.   Experimento   representativo   de   5

experimentos  independientes.  8)  Cuantificaci6n  de  los  resultados  mostrados  en  A.  Las

barras representan el promedio ± error estandar del  porcentaje de c6Iulas positivas de

5  experimentos  independientes.  EI  analisis  estadistico  se  realiz6  mediante  un  test  T-

Student.  *P<0,05.  **P<0,001.  ***P<0,0001.
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I:igura  5.  CDC de ratones  pre-ltipicos y ldpicos sabre-expresan  EAT-2  compai.ado con

ratones  controles.   Las  CDC  de  bazo  de  ratones  pre-Itipicos,   ldpicos  y  controles  se

purificaron  mediante  cell  sorting  de  acuerdo  a  la  expresi6n  de  8220  y  CDllc.  Como
control  positivo  se  us6  el  lisado  celular  de  una  lfnea  celular  a  IIamada  Devernelle.  A)

lmagen  representativa  de  al  menos  3  experimentos  de  Western  Blot,  que  ilustra  los

carriles  correspondientes  a  EAT-2  y actina  en  CDC  de  bazo  de  ratones  controles,  pre-

lilpicos  y  ltipicos.  a)  Analisis  cuantitativo  de  la  expresi6n  relativa  de  EAT-2  observada

mediante Western  Blot.  n=3  para  controles,  n=3  para  pre-ldpicos,  y n=4  para  ltlpicos.

Los resultados fueron normalizados a la expresi6n de actina y son presentados relativos

a  la  expresi6n de EAT-2 en  ratones controles.  El analisis estadistico se realiz6 mediante

un test T de Student. *p < 0,05 ns: no significativo.



3.3  Hiperactivaci6n de los linfocitos 8 y T durante el desarrollo del lupus.

Dentro de los tipos de celulares que  han sido implicados en  el  LES,  los linfocitos

a son fundamentales para el desarrollo de esta enfermedad  debido a que producen los

auto-anticuerpos    patog6nicos.    Sin    embargo,    los    linfocitos    a    no    solo    pueden

transformarse  en  c6Iulas  productoras  de  anticuerpos,  sino  ademas  pueden  participar

en  la respuesta inmune como c€lulas presentadoras de antfgeno capaces de activar los

linfocitos T.  Para  ello  necesitan  expresar  mol6culas  de  co-estimulaci6n  ademas  de  las

mol6culas  de  presentaci6n  antig€nica.  La  Fig.  6  muestra  el  analisis  de  la  expresi6n  de

las  mol6culas  co-estimuladoras  CD80,  CD86,  PD-Ll  y  PD-L2  en  los  distintos  grupos  de

ratones, y alli observamos que s6lo  los  linfocitos a que provienen  del  bazo de ratones

ltipicos aumenta significativamente la expresi6n de CD86 y CD80 mientras que para  PD-

Ll y PD-L2 solo una pequefia proporci6n de los linfocitos a expresan estos receptores y

no se muestran cambios durante el desarrollo de la enfermedad.

Por  otra   parte   los  receptores  SLAM   son   importantes  para   lag  interacciones

celulares entre las diferentes componentes del sistema inmune y han sido involucrados

en  enfermedades  autoinmunes,  por  lo  tanto  nos  result6  interesante  determinar si  su

expresi6n  en  los  linfocitos  a se  correlaciona  con  el  desarrollo  del  lupus.  Encontramos

que  el  100%  de  los  LB  expresan  los  receptores  SLAM  F1,  F2,  F3  y  F6  con  intensidades

medias  de  fluorescencia  intermedias  (datos  no  mostrados).  Los  LB  que  provienen  del

bazo  de  ratones  ldpicos  expresan  niveles de SLAM  Fl significativamente  mayores  que

los   LB   de   ratones   prempicos  y  controles   (Figura   7).   En   paralelo   determinamos  la
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expresi6n de las protei'nas adaptadoras de este receptor, SAP y EAT-2,   en  los LB de los

distintos  grupos  de  ratones,  las  cuales  son  esenciales  para  la  activaci6n  de  la  vl'a  de

transducci6n   de   sejiales   de   las   mol€culas   SLAM.   El   analisis   densitometrico   de   los

western   blot   para  SAP  y   EAT-2   demostr6   que   los   LB   de   bazo   de   ratones   ltipicos

expresan  mayores niveles de ambas proteinas en comparaci6n con  LB provenientes de

ratones  controles y preldpicos  (Figura  8).  En  conjunto  estos  resultados  indican  que  los

LB  de  bazo  de  ratones  ltipicos  presentan   una  sobre  activaci6n   de  la  via  SLAM   F1,

probablemente  debido  a  un  ndmero  mayor de  interacciones con  la  poblaci6n  de CDC

que presentan un aumento considerable de este receptor.

Otra    poblaci6n    importante   en    el   bazo   que   contribuye   al    desarrollo   de

enfermedades  autoinmunes,  son  los  linfocitos  T.  En  condiciones  no  inflamatorias,  la

mayor   parte   de   los   LT  CD4+   presentes   en   el   bazo   se   caracterizan   por   una   baja

frecuencia de linfocitos activados.  En contraste,  los LT CD4+ que provienen  del  bazo  de

ratones  lupicos  poseen   un  fenotipo  activado,  es  decir  son  CD25+,  CD69+,   PD-1+  y

negativos  para  CD62L,  tal  como  se  muestra  en  las  Figs.  9A  y  98.  Con  el  objetivo  de

determinar  las  caracterl'sticas  funcionales  de  estos  LT  activados,  estas  c6lulas  fueron

activadas  por 4h  de  manera  policlonal  con  PMA  mas  ionomicina  en  presencia  de  un

bloqueador   de   la   secreci6n   de   proteinas   (Brefeldina   A)   y   se   realiz6   un   marcaje

intracelular para citoquinas. La Fig. 9C muestra un aumento notable en el porcentaje de

c6lulas  lFN-y+  e  IL10+  en  los  LT  CD4+  provenientes  de  ratones  ldpicos  comparado  a

ratones preldpicos y controles.
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Otros   receptores   importantes   en   el   contacto   celular   que   podrfan   estar

involucrados   en   la   activaci6n   de   los   LT  son   los   receptores   SLAM.   Los   resultados

obtenidos  mediante  citometrfa  de  flujo  muestran  que  los  LT  poseen  una  expresi6n

heterog6nea  de  los  receptores  SLAM.  La  Fig.  10  muestra  que  los  LT CD4+  de  bazo  de

ratones   ltipicos   aumentan   significativamente   la   expresi6n   de   SLAM   Fl   y   F6   en

comparaci6n  con  los  LT  CD4+  de  bazo  de  ratones  preldpicos  y  controles.  En  conjunto

estos  resultados  nos  indican  que  LB  y  LT  provenientes  de  bazo  de  ratones  ltipicos

poseen  un  estado  de  sobre-activaci6n  comparado  a  los  linfocitos  que  provienen  de

ratones  preltipicos y controles,   y  la  expresi6n  aumentada  de SLAM  Fl  en  los  ratones

ltipicos en todas las poblaciones celulares estudiadas sugiere que este receptor podria

estar   involucrado   en   este   estado   de   hiper-activaci6n   linfocitaria.   Sin   embargo,   se

necesitan anticuerpos bloqueadores de esta interacci6n para demostrarlo.

Se   ha   documentado   que   deficiencias   cuantitativas   y/o   cualitativas   en   la

poblaci6n    de    linfocitos   T    reguladores    (Treg)    podrfa    conducir    al    desarrollo    de

enfermedades    autoinmunes    (Bonelli    et    al,    2010;    Sakaguchi    et    al,    2006).    Para

determinar   el    papel   de   los   Treg   en   el   desarrollo   del    Iupus   determinamos   los

porcentajes  de  LT  CD4+Foxp3+  en  el  bazo  de  ratones  lt]picos,  preltipicos  y  controles.

Nuestros  resultados  muestran  que  el  bazo  de  ratones  ltlpicos  posee  un  incremento

significativo  del  porcentaje  de  Treg  comparado  con  el  bazo  de  ratones  preltipicos  y

controles  (Figura   llA).   Sin   embargo,   cuando  evaluamos   la   expresi6n   de   CD25,   un

marcador de los Treg,  en  conjunto  con  la  expresi6n  del factor de transcripci6n  Foxp3,
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encontramos     que     el     incremento     se     debe     principalmente     a     una     poblaci6n

CD4+Foxp3+CD25- clue no ha sido  reportada  en  la  literatura en  modelos murinos pero

que si se ha descrito en humanos con lupus activo (Horwitz, 2010).

Por   otra    parte,    aislamos    mediante    selecci6n    inmunomagn6tica    los   Treg

CD4+Foxp3+CD25+  del  bazo  de  ratones  ltipicos  y  controles  para  determinar  si  estos

linfocitos  posei'an  una funci6n supresora  normal.  Para  ello,  Ios Treg aislados  por la  alta

expresi6n  de  CD25,  fueron  puestos  en  presencia  de  LT vl'rgenes  que  se  activaron  en

forma policlonal con  anti-CD3 y DCs y se evalu6 la proliferaci6n de los LT vfrgenes con y

sin  Treg.   La   Fig.   12  muestra  que  los  Treg  son  funcionales  ya  que  son  capaces  de

suprimir  la  proliferaci6n  de  LT efectores  in  vitro.  Desgraciadamente,  t6cnicamente  es

imposible  separar  la   poblaci6n     de  LT  CD4+Foxp3+CD25-  por  lo  tanto  no  pudimos

determinar si son funcionales o no. Al evaluar el fenotipo de los Treg provenientes del

bazo  de los distintos grupos de ratones,  encontramos que ambas  poblaciones de Treg

(CD25+  o  CD25-)  que  provienen  de  ratones  ltipicos  aumentan  significativamente  los

niveles  de  expresi6n  de  CD69  y  PD-1  mientras  que  pierden  la  expresi6n  de  CD62L  en

comparaci6n  con  Treg  de  ratones  preltipicos  y  controles,  por  esta  raz6n  se  decidi6

graficar la  poblaci6n Treg CD4+Foxp3+ (Fig.  13).  Este es  un  resultado  aberrante puesto

que sugiere  que los Treg se encontrarl'an  en  un  estado activado/efector mss bien  que

supresor. Al  evaluar la  expresi6n  de los  receptores SLAM  en  los Treg observamos que

tanto  los  linfocitos CD4+Foxp3+CD25+ como  los  linfocitos CD4+Foxp3+CD25-   expresan

los  receptores  SLAM  analizados   (SLAMF1,   F2,   F3  y  F6)  con   intensidades  medias  de
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fluorescencias  bajas  (datos  no  mostrados).  Debido  a  que  ambas  poblaciones  de  LTreg

CD25+     y     CD25-     que     provienen     de     bazo     de     ratones     ldpicos     disminuyen

significativamente la  expresi6n  de el receptor SLAM  F1, se grafic6 la  expresi6n  de este

receptor  en  la  poblaci6n  de  Treg  CD4+Foxp3+  (Figura  13).  Estos  resultados  sugieren

que los Treg provenientes de ratones ltipicos al tener menores niveles de expresi6n  de

SLAM   F1,   establecerl'an   un   menor   ntlmero   de   interacciones   con   las   c6Iulas   que

expresan estos receptores o bien establecerl'an contactos de menor afinidad afectando

las vfas de transducci6n de sefiales y por tanto su capacidad supresora, sin embargo, es

necesario realizar experimentos adicionales para comprobar esta hip6tesis.
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Figura  6.  Linfocitos  a  provenientes  de  bazo  de  ratones  mpicos  poseen  un  fenotipo
• activado  comparado  con  LB  que  provienen  de  ratones  preltipicos  y  controles.  Se

obtuvieron   esplenocitos   pertenecientes   a   cada   grupo   de   ratones   y  se   determin6

mediante citometri'a  de flujo  la  expresi6n de 8220,  CDllc,  CD86,  CD80,  PDL-1 y PDL-2.

Los  LB se  analizaron  en  una  ventana  CDllc-8220+  en  los distintos grupos  de  ratones.

Las barras representan el promedio o la  lntensidad Media de Fluorescencia  (IMF) segtln

corresponda    ±    error    est5ndar    de    las    c6lulas    positivas    de    5    experimentos

independientes.  EI  analisis  estadl'stico  se  realiz6  mediante  un  test t-Student.  *P<0,05.
**P<0'001.  ***P<0'0001.
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Figura 7. Linfocitos a de ratones ldpicos expresan mayores niveles de SLAM Fl que  LB

de   ratones   controles   y   preltipicos.   Esplenocitos   pertenecientes   a   cada   grupo   de

ratones fueron  analizados  mediante citometri'a  de flujo  para  la  expresi6n  de  SLAM  Fl

en     una     ventana     8220+CD19+CDllc-    correspondiente     a     los     linfocitos     a.    A)

Superposici6n  de  histogramas  de  fluorescencia  para  SLAM   F1.   a)  Cuantificaci6n  de

resultados  mostrados en A.  Los datos se grafican como el  promedio ± error est5ndar y

son  representativos de al  menos 5 experimentos independientes.  El  analisis estadl'stico

se realiz6 mediante el test t Student,   *P< 0,05.  **P<0,001.
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Figura  8.  Linfocitos  a  de  ratones  ltipicos  sobreexpresan  SAP  y  EAT-2  comparados  a

linfocitos 8 de ratones pre-ltipicos y controles.  Los LB de bazo de ratones pre-ltlpicos,

Idpicos  y  controles  se  purificaron  mediante  cell  sorting  de  acuerdo  a  la  expresi6n  de

8220 y CD79b. Se  utilizaron  los  lisados celulares de Jurkat y Devernelle como controles

positivos.  A)   Figura  representativa  de  al  menos  3  Western  Blot  correspondientes  a
SAP/EAT-2 y actina en LB de bazo de ratones controles, pre-ltipicos y ldpicos.  a) Analisis

cuantitativo de la expresi6n relativa de SAP e EAT-2 observada mediante Western Blot.

Cada    punto    representa    un    experimento    independiente.    Los    resultados    fueron

normalizados   respecto   de   la   expresi6n   de  actina   y  son   presentados  relativos   a   la

expresi6n  de  SAP  en  ratones  controles.  El  analisis  estadi'stico  se  realiz6  mediante  un

test t de Student. *p < 0,05 ns: no significativo.
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Figura 9. Linfocitos T CD4+ de bazo de ratones ltipicos presentan un fenotipo activado

comparado a  LT CD4+ de ratones controles o preltipicos. A) Graficos de citometrfa de

flujo de la  expresi6n de CD25, CD62L, CD69 y PD-1 en  una ventana de linfocitos T CD4+

de  bazo  cle  ratones  controles,  preldpicos  y  ldpicos.  Los  ntimeros  al  interior  de  cada

grafico  representan  el  porcentaje  de  c6lulas  en  cada  cuadrante.  Los  resultados  son
representativos de 7 experimentos independientes.  a)  Cuantificaci6n de los resultados

mostrados  en A).  Las  barras  representan  el  promedio ± error estfndar del  porcentaje

de c6lulas  positivas  para  cada  marcador analizado.  C)  La  expresi6n  de  lL10  e  lFN-y fue

analizada  intracelularmente  por  citometria  de  fluj.o  en  LT  CD4+  de  bazo  de  ratones

controles,   preltipicos  y  ldpicos  activados  con  PMA  +  lonomicina  +  Brefeldina  por  4

horas.   El   analisis   estadistico   se   realiz6   mediante   un   test   T   de   Student.*P<0,05.
**P<O,001.  ***P<O'0001.
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Figura   10.   LT  CD4+   de   bazo   de   ratones   ldpicos   sabre-expresan   SLAM   Fl   y   F6

comparado a  LT CD4+  de  ratones  controles y  preli]picos.  Se  obtuvieron  esplenocitos

pertenecientes a cada grupo de ratones y se determin6 mediante citometrl'a de flujo la
expresi6n  en  la  superficie  de SLAMF1,  SLAM  F2,  SLAM  F3 y SLAM  F6.  A)  Superposici6n

de  histogramas  de  fluorescencia  para  SLAM  Fl  y  SLAM  F6  en  una  ventana  CD3+CD4+

(LT   CD4+)   en   los   distintos   grupos   de   ratones.   Experimento   representativo   de   6

experimentos  independientes.  8)  Cuantificaci6n  de  los  resultados  mostrados  en  A.  Las

barras   representan   el    promedio   ±   error   estandar       de   la   intensidad    media   de

fluorescencia   (IMF)   o   del   porcentaje  de  c6lulas   positivas   segdn   corresponda   de   7

experimentos  independientes.  El  analisis  estadi'stico  se  realiz6  mediante  un  test  t  de

Student.  *P<0,05.  **P<0,001.  ***P<0,0001.
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Figura  11.  EI  bazo de ratones ldpicos presenta  un  mayor porcentaje de  LTregs CD25-

comparado  a  ratones  control  y  preldpicos.  A)  Grfficos  de  cjtometria  de  flujo  de  la

expresi6n   de   Foxp3   y   CD25   en   esplenocitos   provenientes   de   ratones   controles,

preltipicos  y  ldpicos.  El  panel  superior  muestra  la  expresi6n  de  Foxp3  en  una  ventana
CD4+.  El panel inferior muestra  la expresi6n de Foxp3 y CD25 en  una ventana CD4+.  Los

ntimeros  al   interior  de  cada  grafico   representan   el   porcentaje   de  c6lulas  en   cada

cuadrante.  Los  resultados  son  representativos  de  7  experimentos  independientes.  a)

Cuantificaci6n  de los resultados mostrados en A).  Las  barras representan  el  promedio ±

error  estandar  del  porcentaje  de  c6lulas  positivas  para  cada  marcador  analizado.  El

analisis   estadistico   se   realiz6   mediante   un   test   t   Student.    *p<0,05;    **   p<0,01;
***p<0,001.
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Figura  12.  Linfocitos  T  reguladores  CD25+  de  ratones  ltlpicos  presentan  actividad

supresora  normal.  Grafico  de  barras  que  representa  el  porcentaje  promedio  de  la

proliferaci6n  de  LT CD4+ control  marcados  con  CFSE  activados  con  DCs y anti-CD3,  en

presencia  o  ausencia  de  Tregs  provenientes  de  ratones  controles  o  ltipicos.  n=3.  t-
student no pareado (*p < 0,05; **p < 0,01, ns: no significativo).
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Figura  13.  Linfocitos T reguladores  de  ratones  ltipicos  poseen  un  fenotipo activado.

Los esplenocitos provenientes de los diferentes grupos de ratones  fueron marcados en

la superficie con anticuerpos especificos   para CD4, CD25,  CD62L, PD-1, SLAM  F1, SLAM

F2, SLAM  F3 y SLAM  F6.  Una vez fijadas,  Ias c6lulas fueron  marcadas  intracelularmente

con anti-Foxp3. Las barras representan el promedio o la IMF segdn corresponda ± error

estandar  del   porcentaje   de   LTreg  positivos   para   cada   uno   de   los   marcadores  de

activaci6n.  An5Iisis  de  7  experimentos  independientes.  EI  analisis estadistico  se  realiz6

mediante un test t Student. *P<0,05. **P<0,001. ***P<0,0001.



3.4 C€lulas dendriticas provenientes de ratones ldpicos inducen  la diferenciaci6n de

los linfocitos T a un fenotipo Thl.

Para determinar el  efecto de  las  DCs provenientes de  ratones ltipicos sobre los

linfocitos T vi'rgenes, se co-cultivaron ambas poblaciones en presencia de er-CD3 y luego

de 5 dfas se determin6 por citometri'a de flujo la producci6n de las citoquinas lNF-y e IL-

17 y  la  generaci6n  de Treg.  Como  se  observa  en  la  Fig.  14,  las  DCs  que  provienen  de

bazo  de  ratones  ltlpicos  inducen  un  aumento  significativo  de  la  producci6n  de  lFN-y y

una disminuci6n  de la  producci6n de lL-17 en  los LT provenientes de ratones controles,

mientras que DCs que provienen de los ratones controles producen  el efecto contrario

en  los  LT,  demostrando  que  las  DCs  de  ratones  ltipicos  inducen  preferencialmente  un

fenotipo tipo THl en los LT vfrgenes.  Por otra parte,  las DCs que provienen  de bazo de

ratones lt}picos inhiben la diferenciaci6n de LT  de ratones controles a Treg.

En  un trabajo anterior de nuestro laboratorio (Moore et al, 2010) demostramos

que  los  linfocitos  a  son  necesarios  para  la  diferenciacion  de  LT a  Treg.  Por  lo tanto  en

este trabajo realizamos ensayos de co-cultivos de DCs con LT y LB. Como se muestra en

la  figura  148,  los  LB  que  provienen  del  bazo  de  ratones  ldpicos  producen  un  aumento

en el  porcentaje de los Treg lo que permitiria explicar el resultado obtenido en el  bazo

de los ratones ltlpicos donde los  LB seri'an  los responsables del  aumento de Treg en  los

ratones ltipicos (Fig.  148).

Adicionalmente estudiamos si las DCs que provienen  de bazo de ratones ldpicos

modulan  la  expresi6n  de  los  receptores  SLAM  en  los  linfocitos.  Para  esto,  analizamos



por  citometrfa  de  flujo  la  expresi6n  de  estos  receptores  en  LT  de  bazo  de  ratones

controles   antes  y   despu6s   de   ser  cultivados   con   DCs   que   provienen   de   ratones

controles o  mpicos.   Como se observa  en  la figura  15,  la  activaci6n  de  linfocitos T con

DCs de ratones controles y ltipicos induce la expresi6n de SLAM  Fl y F6 en  los linfocitos

T, sin embargo, se observa  las DCs de ratones Mpicos producen  un  incremento mucho

menor de la expresi6n de SLAM  F6 en  los linfocitos controles (Fig.  15).  Este efecto no se

correlaciona con  los datos obtenidos en  linfocitos T de bazo  de  ratones  ltipicos (figura

10)   lo  que   puede  ser  explicado   por  el   hecho   de   estar  comparando  experimentos

realizados /.n v/.fro con experimentos /.n vi.vo.
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Figura 14. Las DCs de bazo de ratones ltipicos inducen un fenotipo Thl en linfocitos T

vl'rgenes.   Las  DCs  provenientes  de  bazo  de  ratones  ltipicos  o  controles  fueron  co-

cultivadas   par   5   di'as   con   LT   CD4+CD25-.   A)   AI   final   del   co-cultivo   se   evalu6   por

citometria  de  flujo  el  porcentaje  de  c6lulas  que  producen  lFN-y,  IL-17  y,  el  porcentaje

de Treg (Foxp3+) en una gate CD3+CD4+ (n=3).  a) Analisis del  porcentaje de Treg en co-

cultivos de DC con  LT y LB provenientes de bazo de ratones ltipicos o controles (n=3). El

analisis estadl'stico se realiz6 mediante el test t student (*p < 0,05).
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Figura  15.  Las  DCs  de  bazo  de  ratones  ldpicos  no  inducen  SLAM  Fl  en  linfocitos  T

virgenes.   Las   DCs  provenientes  de  bazo  de  ratones  ltlpicos  o  controles  fueron  co-

cultivadas  por  5  di'as  con  LT  CD4+CD25-.  Se  analiz6  Ia  expresi6n  de  SLAM  Fl  y  F6  al

comienzo   (0)  y  al  final   del   cultivo  con   DCs   (A)   que   provienen   de   bazo  de   ratones

controles   o   ldpicos.   El   analisis   estadi'stico   se   realiz6   mediante   el   test   t   student

(**p<0,001,  ***P<0,0001).
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3.5   Las DCs de ratones ltipicos migran preferencialmente al bazo comparado a DCs

provenientes de ratones controles.

A  continuaci6n   nos  preguntamos  si  las  DCs  provenientes  de  ratones  ltlpicos

presentan  defectos en  la  migraci6n  que permitan  explicar su  mayor  localizaci6n  en  el

bazo.  Para  esto,  c6lulas  dendri'ticas  de  ratones  ltipicos,  preltipicos  y  controles  fueron

aisladas  por cell  sorting despues  de  enriquecer  la  preparaci6n  de  c6Iulas  provenientes

del   bazo   eliminando   linfocitos   a   y   T   por   selecci6n   inmunomagn6tica.    En   estos

experimentos  utilizamos  celulas  dendriticas  totales,  es  decir  CDC+PDC  que  marcamos

con diferentes mol6culas fluorescentes de manera de realizar experimentos de homing

competitivos.  El  analisis  se  realiz6  por  citometrfa  de  flujo.  La  Fig.  16  A y  a  muestra  2

experimentos   representativos  de   3   experimentos  cada   uno   donde  se   compar6   la

migraci6n  de  DCs de  ratones ldpicos o preltlpicos versus  DCs de  ratones controles. A la

derecha   se   muestra   el   analisis   estadi'stico   de   3   experimentos   independientes.   Se

determin6   el indice de homing   (lH) a las 48 horas (el  lH  nos indica cuantas veces migra

una  c6lula  con  respecto  a  la  otra).  Al  co-inyectar  DCs  de  ratones  controles  y  ratones

preltlpicos,  se  observ6  que  las  DCs  que  provienen  de  ratones  prelulpicos  migran  en

mayor  proporci6n  al  bazo  que  las  DCs  control,  independiente  del  rat6n  receptor.  Sin

embargo  se  observaron  mayores  indices  de  homing  cuando  el  receptor  es  un  rat6n

preldpico.  Cuando se co-inyectan  DCs  de  ratones controles  con  DCs  de  ratones  ltipicos

observamos  que  las  DCs  de  ratones  ltlpicos  migran  mss  al  bazo  que  las c6lulas  control

independiente  del  rat6n  receptor.  Las  DCs  ldpicas  migran  5 veces  mss  al  bazo  que  las
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c6lulas  de  ratones  controles  cuando  el  receptor  es  un  rat6n  control  y  casi  30  veces

cuando el receptor es un rat6n ltlpico.

Estos  resultados  sugieren  fuertemente  que  las  DCs  de bazo  de  ratones  ltipicos

poseen receptores de homing a bazo que estan menos presentes o ausentes en las DCs

de  ratones  que  no  desarrollan  lupus.  Por  otra  parte  esta  propiedad  de  homing  se

desarrolla  temprano  durante  la  enfermedad  ya  que  las  DCs  de  los  ratones  preldpicos

muestran el mismo comportamiento.
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Figura 16. Las DCs de bazo de ratones ltipicos y preltipicos migran mas eficientemente

al  bazo  que  las  DCs  control.  A)  Graficos  de  citometria  de  flujo  de  un  experimento

representativo de un receptor control y uno preltipico los cuales fueron inyectados con

igual ntlmero de DCs aisladas de bazo de ratones controles marcadas con calceina y con

DCs  de  bazo  de  ratones  preltipicos  marcadas  con TRITC.  El  ntlmero  al  interior de  cada

grafico representa el lH a las 48 horas despu6s de la transferencia adoptiva  (izquierda).
Los graficos de  barras  muestran  la  media  del  indice de  homing  para  cada  condici6n ±

error  estandar  de  tres  experimentos  independientes  (t  de  Student  y  correcci6n  de

Wilcoxon    *,    p   <0,05).    a)   Graficos   de   citometrfa   de   flujo    de   un    experimento

representativo  de  un  receptor  control  y  uno  ltipico  los  cuales  fueron  inyectados  con

igual  ntimero  de  DCs  control  marcadas  con  calceina  y  con  DCs  ltipicas  marcadas  con

TRITC.  El  ntlmero al  interior de  cada  grafico  representa  el  lH  a  las 48 horas despu6s de

la  transferencia  adoptiva   (izquierda).   Los  graficos  de  barras  muestran  la  media  del

indice   de   homing   para   cada   condici6n   ±   error   estandar   de   tres   experimentos

independientes (t de Student y correcci6n de Wilcoxon *, p <0,05).
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3.6   Receptores de quimioquinas y quimioquinas presentes en las c6lulas dendrfticas

de bazo.

Una funci6n esencial de las c6Iulas dendriticas es la vigilancia inmunol6gica para

lo cual tienen  la capacidad  de migrar desde  la  sangre  a  los tejidos y de  los tejidos a  los

6rganos linfoides presentes a lo largo de todo el individuo.  Esta funci6n  es regulada por

quimioquinas,  proteinas de bajo  peso  molecular con funci6n quimiotactica que actuan

a  trav6s  de  receptores  expresados  en  la  membrana  plasmatica.  Ya  que  las  DCs  se

acumulan  en  el  bazo  de  los  ratones  que  desarrollan  lupus,  analizamos  el  patr6n  de

expresi6n  g6nico  de  quimioquinas  y  receptores  de  quimioquinas  de  las  DCs  de  bazo

provenientes  de  ratones  ldpicos,  preltlpicos y controles.  Los  resultados obtenidos  por

PCRArrays  muestran  que  las  DCs  ldpicas  aumentan  significativamente  la  expresi6n  de

los   mRNA   de   las   quimioquinas   CXCL10   y   CCL8   y   disminuyen   la   expresi6n   de   los

receptores de quimioquinas CCR1, CCR2, CCR3, CCR4, CCR9, CXCR2 y CXCRl comparado

a  DCs preltlpicas y controles.  (Fig.  17).  La p6rdida  de expresi6n g6nica de los receptores

de  quimioquinas  en  las  DCs  ldpicas  sugiere  que  6stas  son  incapaces  de  responder  a

sefiales quimioatractivas.

Para  comprobar  los  resultados de expresi6n  g6nica, se  estudi6  la  expresi6n  de

los  receptores  CCR4,  CCR6  y  CCR9  en  DCs  de  bazo  de  ratones  ltipicos,  preltlpicos  y

controles.  El analisis de citometria de flujo demostr6 que en condiciones basales entre

un 30-50% de las PDC aisladas de ratones controles y preldpicos expresan CCR4, CCR6 y

CCR9 (datos no mostrados).  Interesantemente, las pDCs de ratones ltipicos disminuyen
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significativamente la  expresi6n de CCR4 y CCR9  (Fig.  18).  Un estudio  reciente demostr6

que   las   PDC   que   expresan   CCR9   transportan   antigenos   perifericos   al   timo   para

promover  la  tolerancia  central  (Hadeiba  et  al,  2012).  Por  lo  tanto,  es  posible  que  las

PDC  de   ratones  que  desarrollaron   lupus,   que   pierden   la   expresi6n   de   CCR9,  sean

intrinsecamente ineficientes en inducir tolerancia central. Al analizar la expresi6n de los

receptores de quimioquinas en CDC, demostramos que s6lo aquellas CDC provenientes

de ratones ldpicos presentan una disminuci6n significativa de la expresi6n de CCR9 (Fig.

18).
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Figura 17. Expresi6n g6nica de receptores de quimioquinas y quimioquinas presentes

en  las  DCs  de  bazo  de  ratones  controles  y  ltipicos.  Las  muestras  de  RNA  fueron

obtenidas  de  DCs  de  bazo  de ratones  ltipicos y controles  purificadas  por cell sorting y

analizadas usando PCR Arrays.  Los datos representan  las veces de cambio relativas a la

condici6n  control,  calculadas  desde  Act  normalizadas  con  los  genes  de  housekeeping.

Los  transcritos  del  grafico   poseen   al  menos  2  veces  de  diferencia  con   respecto  al

control.  La expresi6n g6nica fue detectada por RT-PCR en triplicados. (*p< 0.05).
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Figura   18.   Las   DCs   ldpicas   pierden   la   expresi6n   de  CCR9  y  CCR4.   Se   obtuvieron

esplenocitos   pertenecientes   a   cada   grupo   de   ratones   y   se   determin6   mediante

citometrfa   de   flujo   la   expresi6n   en   la   superficie   de   CCR6,   CCR4   y   CCR9   en   CDC

(CDllc+8220-)   y  PDC   (CDllc+int8220+).   Los   resultados   muestran   el   porcentaje   de
c6Iulas   positivas   para   cada   receptor.   Las   barras   representan   el   promedio  ±   error

estandar  del   porcentaje  de  c6lulas  positivas  de  6  experimentos  independientes.   EI

analisis    estadfstico    se    realiz6    mediante    un    test    T    Student.*P<0,05.    **P<0,01.
***P<O'001.

67



3.7 EI  estroma  de  bazo  de  ratones  ltlpicos  presenta  quimioquinas  capaces  de

atraer precLlrsores de DCs.

Nuestros resultados sugieren que los ratones ltlpicos poseen  un  microambiente

capaz de  modular la  distribuci6n, y migraci6n  de  diferentes tipos celulares tales como

las   DCs.    Por   esta    raz6n    se   analiz6    por   PCRarrays    el    patr6n    de   expresi6n    de

quimioquinas    y    receptores    de    quimioquinas    en    cultivos    de    estroma    de    bazo

provenientes  de  ratones  ltipicos,  preldpicos y  controles.  Los  estromas  de  bazo fueron

obtenidos  como  se  sefiala  en   Materiales  y  M6todos.   La   Fig.   19  demuestra   que  el

estroma    de    bazo    de    ratones    lt]picos    presenta    una    elevada    expresi6n    de    las

quimioquinas  CCL19,  CXCL12 y de  interleuquina  16  (lL-16)  en  comparaci6n  a  estromas

de bazo provenientes de ratones controles y prelulpicos.

En conjunto estos resultados sugieren que la acumulaci6n  de DCs en el bazo de

ratones  ltipicos se  debe  a  una  desregulaci6n  de seiiales  quimioatractantes producidas

por el estroma ltlpico y par las DCs ldpicas. Adicionalmente, las DCs del bazo de ratones

ldpicos   disminuyen   la   expresi6n   de   muchos   de   los   receptores   que   le   permiten

responder  a  sefiales  quimioatractivas  lo  que  podrfa  influir  en  su  permanencia  en  el

bazo.
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Figura 19. Expresi6n g6nica de receptores de quimioquinas y quimioquinas en c6lulas

estromales de  bazo  de  ratones ldpicos,  preldpicos y controles.  Las muestras de  RNA

fueron  obtenidas  desde  estroma  de  bazo  de  ratones  ldpicos,  preltlpicos y controles y

fueron   analizadas  usando   PCR  Arrays.   Los  datos   representan   las  veces  de   cambio

relativas  a  la  condici6n  control  calculadas  desde  Act  normalizadas  con  los  genes  de

housekeeping.  Los  transcritos  del  grafico  poseen  al  menos  2  veces  de  diferencia  con

respecto  al  control.  La  expresi6n  g6nica fue  detectada  por  RT-PCR  en  triplicados.  (*p<

0.05).
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4.  DISCUSION

EI LES es una enfermedad autoinmune cr6nica caracterizada por la presencia de

auto-anticuerpos y la formaci6n  de complejos inmunes  que se depositan  en  mdltiples

tejidos,   generando   inflamaci6n   y  dafio  tisular.   Aunque   el   LES   es   una   enfermedad

causada  principalmente  por  linfocitos  a,  Ia  hiper-activaci6n  de  los  linfocitos  T  se  ha

relacionado    directamente    con    el    desarrollo    de    esta    enfermedad    como    una

consecuencia   de   las   anormalidades   observadas   en   las   c6lulas   presentadoras   de

anti'geno   y   en    deficiencias    de    los   Treg    (Gerli    et    al,    2009;    Zhu    et   al,    2005).

Adicionalmente,   dado   que   las   DCs  juegan   un   papel   central   en   la   iniciaci6n   de   la

respuesta   inmune  y  establecen   un   balance  entre  inmunidad  y  tolerancia,   en   este

trabajo    se  decidi6  evaluar  las  diferentes  subpoblaciones  de  DCs  en  el  desarrollo  del

lupus en el  modelo animal de esta enfermedad (NZBW)F1.

Las   DCs   tienen   un   papel   esencial   en   el   mantenimiento   de   la   tolerancia

periferica.  La  eliminaci6n  de  esta  poblaci6n,  genera  un  quiebre  en  los  mecanismos  de

tolerancia  hacia antfgenos propios generando autoinmunidad  (Fransen  et al,  2010).  Las

CDC y PDC representan  las dos principales sub-poblaciones de DCs,   comparten  algunas

caracter`sticas  como  APCs sin  embargo  cumplen  diferentes  funciones  en  la  respuesta

inmune  y  por  lo  tanto  podrfan  jugar  distintos  papeles  en  la   patog6nesis  del  lupus

eritematoso  sist6mico.   De   las   dos  sub-poblaciones  de   DCs,  se   piensa   que  las  PDC

podrian  tener  un  papel  central  en  la  patog6nesis  del  LES,  debido  principalmente  a  la

producci6n   de   lFN-ci,   citoquina   que   ha   sido   vinculada   con   la   iniciaci6n   de   esta
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enfermedad  (Bengtsson  et  al,  2000;  Blanco  et  al,  2001;  Dall'era  et  al,  2005;  Liu  et  al,

2011). A pesar de  que se han obtenido  resultados controversiales en  los recuentos de

PDC de sangre periferica entre individuos sanos y pacientes con LES, es evidente de que

existe  una  distribuci6n  alterada  de  esta  poblaci6n  (Farkas  et  al,  2001;  Jin  et  al,  2008;

Migita  et  al,  2005).  Otros  estudios  han  documentado  anormalidades  en  las  CDC  de

pacientes con  LES en  cuanto al  numero  (Crispin  & Alcocer-Varela,  2007; Jin  et al,  2008;

Monrad et al, 2008), fenotipo y funcionalidad (Koller et al, 2004).

En este trabajo hemos demostrado que los ratones ldpicos (NZBW)Fl presentan

un  incremento  en  los  porcentaje  de  PDC  y  CDC  en  bazo,  sangre  periferica  y  PLN  en

comparaci6n  con  ratones  controles y  preldpicos  (Fig.  1).  Sin  embargo,  al  determinar el

numero absoluto de ambas poblaciones de DCs en los distintos grupos de ratones, s6lo

encontramos un aumento significativo de las PDC en bazo  y sangre de ratones  lt]picos,

sugiriendo  la  existencia  de  un  desequilibrio en  la  homeostasis  o  en  la  migraci6n  de  las

DCs   tanto   en   el   bazo   de   ratones   ldpicos   como   en   otros   tejidos   linfoides.   Las

alteraciones conciernen  principalmente las PDC pero tambi6n se encuentran  afectadas

las CDC como se muestra en los otros 6rganos linfoides (Fig. 2).   El origen de las DCs que

se  acumulan  en  el  bazo  podria  ser un  factor importante  a  considerar en  el  desarrollo

del  LES ya  que  CDC y  PDC  presentan  caracteristicas  diferentes  relativas  a  la  capacidad

para fagocitar c6Iulas apopt6ticas y necr6ticas,  un  elemento que debe ser considerado

en  la inducci6n de tolerancia (Banchereau & Steinman,  1998).
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Las     DCs     pueden     inducir    inmunidad     o    tolerancia     dependiendo     de    las

circunstancias.   La   interacci6n   de   linfocitos  T   virgenes   con   DCs   inmaduras   induce

tolerancia  periferica,  por mecanismos que incluyen  anergia/deleci6n  de  linfocitos o  la

generaci6n de LT reguladores (Banchereau  et al,  2000),  mientras que la activaci6n de la

respuesta  inmune   requiere  que esta  interacci6n  se  lleve  a  cabo  en  presencia  de  DCs

activadas    que   se    caracterizan    por   expresar   mayores    niveles    de    mol6culas    de

histocompatibilidad  y  de  coestimulaci6n  (Banchereau  et  al,  2000).  El  aumento  de  la

diferenciaci6n de monocitos (u otros precursores mieloides) hacia DCs, y el aumento de

la  expresi6n  de  mol6culas  de  maduraci6n/activaci6n  podrfa  promover  y  mejorar  la

capacidad   de   las   DCs   ldpicas   para   activar  a   linfocitos  T  contribuyendo   a   la   hiper-

actividad de estos linfocitos descrita en el  LES.

En este trabajo demostramos que ambas poblaciones de DCs que provienen del

bazo de ratones ldpicos  sobre-expresan  las mol6culas de co-estimulaci6n  CD80 y CD86

en comparaci6n con  DCs que provienen de ratones preldpicos y controles.  El aumento

del estado de activaci6n de las DC ltlpicas en ausencia de seiiales de peligro extrinsecos

sugiere   que   estas   c6lulas   pueden   convertirse   en   c6lulas   presentadoras   de   auto-

anti'genos  muy  eficientes  e  inducir  respuestas  autoinmunes.  Se  ha  descrito  que  el

tratamiento  simultaneo  con  anticuerpos  bloqueadores  para  CD80 y CD86  antes  de  la

aparici6n   de   los   sl'ntomas   del   lupus   mejora   significativamente   la   sobrevida   y   la

gravedad  de  la  enfermedad  en  modelos  murinos de esta  enfermedad  (Kinoshita  et al,

2000; Nakajima et al,  1995).
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Se  ha  documentado  que  PD-1  y  sus  ligandos  PD-L1  (87-H1)  y  PD-L2  (87-DC)

entregan   sefiales   inhibitorias   que   mantienen   el   equilibrio   entre   la   activaci6n   de

linfocitos  T,  tolerancia  y  patologias  del  sistema  inmune  (Keir  et  al,  2008).  Un  estudio

reciente  demostr6  que  el  lFN-y  producido  por  los  linfocitos T CD4+  PD-1hjgh juegan  un

papel  clave  en  la  progresi6n  de  la  nefritis  en  un  modelo  murino  de  lupus  (Kasagi  et al,

2010).  Dos grupos  de  investigadores  demostraron  en  forma  paralela  que  la  expresi6n

de  PD-Ll  en  los  tejidos  es  fundamental  para  la  protecci6n  contra  linfocitos  T  auto-

reactivos  (Ansari  et al,  2003;  Keir et al,  2006),   sin  embargo  la  sobre-expresi6n  de  esta

proteina en tejidos inflamados no es capaz de ejercer su funci6n  reguladora  (Ansari  et

al, 2003; Bertsias et al, 2009). En este trabajo demostramos que la expresi6n de   PD-Ll

y  PD-L2  aumenta  significativamente  en   CDC  y  PDC  de  bazo  de  ratones  ldpicos  en

comparaci6n con las DCs cle ratones prempicos y controles.

Muchos  estudios  han  demostrado  que  los  receptores  SLAM  poseen  un  papel

crl'tico en  la regulaci6n  de la respuesta  immune  (Calpe et al, 2008; Cannons et al, 2011).

Evidencias  recientes  indican  que  los  miembros  de  esta  familia  de  receptores  y  sus

proteinas  adaptadoras  participan   en  la  inducci6n  o   mantenci6n   de     enfermedades

autoinmunes   (Chan   et  al,   2006).   Estos  incluyen  estudios  correlativos  en   la   artritis

reumatoide  (lsomaki et al,  1997),  Ia enfermedad  inflamatoria  intestinal  (Abadia-Molina

et al, 2006), asf como evidencia mss directa en la encefalomielitis a[6rgica experimental

(Valdez  et  al,  2004)  y  en  el  lupus  eritematoso  sist6mico  (Hron  et  al,  2004).  En  este

trabajo,  hemos demostrado que CDC y PDC que provienen del  bazo de ratones ltipicos
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presentan    diferencias    en    el    patr6n    de    expresi6n    de    los    receptores    SLAM,

principalmente en SLAM  Fl y F3 en comparaci6n con las DCs que provienen de ratones

preldpicos  y  controles.  Un  reporte  previo,  ha  indicado  que  SLAM  Fl  participa  en  la

sinapsis  inmunol6gica,  actuando  como  una  mol6cula  de  co-estimulaci6n  (Howie  et  al,

2002). Par otra parte, se ha documentado que la activaci6n de SLAM Fl en DC humanas

induce   la   secreci6n   de   citoquinas   pro-inflamatorias   (BIeharski   et   al,   2001)   y     que

macr6fagos   derivados   de   ratones  deficientes  en  SLAM   Fl  muestran   una   marcada

reducci6n en la secreci6n de lL-12, TNF y NO (Wang et al, 2004). Es importante destacar

que,  Krus  et  al.  demostr6  que  las  DCs  maduras  sobre-expresan  SLAM  Fl  comparado

con DCs inmaduras (Kruse et al, 2001). Por lo tanto, el aumento de la expresi6n de este

receptor  observado   en   las  CDC  que   provienen   del   bazo  de   ratones   ltipicos  podrl'a

explicarse  por  una  acelerada  maduraci6n  de  estas  c6lulas  en  ausencia  de  sefiales  de

peligro  extri'nsecos.  Debido  a  que  los  receptores  SLAM  Fl  interaccionan  de  manera

homotfpica y que tanto DCs como linfocitos T y 8 aumentan la expresi6n de SLAM Fl en

el  curso  de   la   enfermedad,  proponemos  que  todas  estas  subpoblaciones  celulares

pueden   producir  interacciones  de  mayor  avidez  y  ser  responsables  del   estado  de

hiperactivaci6n que se produce en el lupus. Cuando analizamos el efecto /.n v/.two de DCs

provenientes  de ratones lilpicos sobre  la  expresi6n  de SLAM  Fl y F6  en  LT de  ratones

controles,  s6lo  observamos   una   moderada   inhibici6n   en   la   expresi6n   de  SLAM   F6

(Figura  15).   Es  probable  que los cambios en  la  expresi6n  de estos receptores sea  una
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caracteri'stica   propia   de   los   linfocitos   provenientes   de   ratones   ldpicos   y   no   una

consecuencia directa de la interacci6n con DCs de ratones ltipicos.

Los   linfocitos   a   son   esenciales   en   la   patog6nesis   del   lupus   debido   a   una

combinaci6n  de  mecanismos  mediados  por anticuerpos  o  independiente  de  ellos,  los

cuales    incluyen    la    presentaci6n    de    autoanti'genos,    polarizaci6n    de    linfocitos   T,

mantenci6n    de    LT    de    memoria,    inhibici6n    de    Treg,    secreci6n    de    citoquinas

inflamatorias y quimioquinas, y la organizaci6n de tejido linfoide terciario, participando

de  esta  manera  en  la  generaci6n  y/o  la  amplificaci6n  de  las  respuestas  autoinmunes

(Sanz   &   Lee,   2010).   Recientemente   se   ha   documentado   que   se   requiere   de   la

sefializaci6n  de SAP  para  la  generaci6n y mantenci6n  de  la  inmunidad  humoral  a  largo

plazo  (Schwartzberg et al,  2009).  En este estudio demostramos que, si  bien  el  ntlmero

absoluto  de  LB  en  el  bazo  de  ratones  ldpicos  no  cambia  en  comparaci6n  con  ratones

preltipicos  y  control  (datos  no  mostrados),  los  LB  de  ratones  ldpicos  sobre-expresan

SLAM  Fl  y  las  mol6culas  adaptadoras  SAP  y  EAT-2  (Figs.  7  y  8).  En  concordancia  con

estudios previos (Aldhamen et al, 2012), determinamos que la sobre-expresi6n de EAT-

2 en  LB  de  bazo  de  ratones  ldpicos se  correlaciona con  la  inducci6n  de  la  mol6cula  co-

estimuladora CD86, contribuyendo a la activaci6n de las c6lulas T (Fig. 6). Se ha descrito

que SLAM  Fl tiene diversas funciones,  incluyendo  la co-estimulaci6n  de linfocitos T y 8

y la regulaci6n de la proliferaci6n y diferenciaci6n de las c6lulas 8 (Cannons et al, 2011).

Por  lo  que  la  elevada  expresi6n  de  SLAM  Fl  y  sus  protel'nas  adaptadoras  en  LB  que
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provienen    de    ratones    ltlpicos    podria    incrementar    la    proliferaci6n    de    LB    y    la

diferenciaci6n hacia c6lulas plasmaticas.

Como consecuencia de la  mayor expresi6n  de moleculas de co-estimulaci6n  en

las  DCs  ltlpicas,  se  encontr6  que  los  linfocitos  T  CD4+  del  mismo  rat6n  presentan  un

estado de hiper-activaci6n (Fig. 9 y 10). Se ha demostrado que en ciertas enfermedades

autoinmunes  los  linfocitos T CD4+PD-1+ que  producen  lFN-y se   acumulan  en  los sitios

inflamados   (Hatachi   et  al.,   2003).   Adem5s,   el   lFN-y  producido   por  estas  c6lulas  es

responsable del cambio de clase de las lgG, la producci6n de lgG2a y los anti-ds-DNA en

ratones  BWF1  (Jacob  et  al,   1987;   La  Cava  et  al,  2004).   En  concordancia  con  estos

antecedentes,  nosotros demostramos  que  el  porcentaje de  linfocitos T CD4+PD-1+ en

el   bazo   de   ratones   ltipicos   fue   significativamente   mayor   comparado   con   ratones

preldpicos y controles (Figura 9A y 8). Al  mismo tiempo,  encontramos que  los linfocitos

T  de  ratones  ldpicos  producen  significativamente  mss  lFN-y  e  IL-10  que  linfocitos  T

CD4+  que  provienen  de  ratones  preltlpicos y controles  (Figura  9C).  Estos  resultados se

corroboran con lo encontrado en experimentos de co-cultivos, donde observamos que

las  DCs  que  provienen  de  bazo  de  ratones  ltlpicos  inducen  un  fenotipo  THl  en  LT

vi'rgenes  (Figura   14).   Confirmando  que  el  fenotipo  observado  en  los  LT  de  ratones

ldpicos es en parte, una consecuencia directa de la interacci6n con las DCs.

Una  subpoblaci6n  de  LT implicados  en  la  aparici6n  de  sindromes  autoinmunes

son   las  c6lulas  T  reguladoras   (Sakaguchi,   2000).   Nuestros   resultados   revelaron   un

aumento  del  porcentaje  de  Treg  en  el  bazo  de  ratones  ltlpicos  (determinado  por  la

76



expresi6n  intracelular  de  Foxp3)  en  comparaci6n  con  ratones  preldpicos  y  controles.

Inesperadamente,   los   Treg   de   bazo   de   ratones   ltipicos   expresan   marcadores   de

activaci6n,  a  pesar  de  que  exhiben  una  funci6n  supresora  normal  (Fig.  13).  Cuando

investigamos  el  fenotipo  de  los  Tregs  de  ratones  lupicos  descubrimos  que  una  gran

proporci6n  de  estas  c6lulas  son  CD25  negativos.  Estos  resultados  se  confirman  con

estudios recientes que  indican   un  aumento en  la  poblaci6n  de Treg CD25- en   sangre

de pacientes con LES (Bonem et al, 2009; Zhang et al, 2008), sin embargo la importancia

clinica de esta poblaci6n se desconoce. Adem5s, determinamos que los Treg de bazo de

ratones ldpicos disminuyen  significativamente la  expresi6n de SLAM  F1, sugiriendo que

estas celulas podrfan establecer interacciones de baja avidez con  LB y LT auto-reactivos

contribuyendo de este modo al desarrollo de la enfermedad.

La  adecuada  localizaci6n  de  las  DCs  en  los 6rganos  linfoides y su  reclutamiento

hacia  los sitios  de  la  inflamaci6n  en  respuesta  a  estfmulos  quimiotacticos,  son  crfticos

para  una  respuesta  inmune  efectiva  (Randolph  et  al,  2008;  Sallusto  &  Lanzavecchia,

2000).  Un  deterioro  de  la  capacidad  migratoria  podria  llevar  a  cambios  relacionados

con   LES,  como  una   alteraci6n   en  el   numero  de  DCs,  problemas  de  distribuci6n,  o

defectos en la eliminaci6n del material apopt6tico o una disminuci6n en la inducci6n de

tolerancia  hacia  antigenos  propios.  En  el  presente  estudio,  demostramos  que  las  DCs

de   ratones   ltipicos  y  preldpicos  tienen   caracteri'sticas   distintivas   que   les   permiten

migrar y  permanecer  en  el  bazo  mss  eficiente  que  las  DCs  de  ratones  controles  (Fig.

16).  La  mayor  frecuencia  de  DCs    encontradas  en  el  bazo  de  los  ratones  preltipicos  y
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Idpicos    en    comparaci6n    con    el    bazo    de    ratones    de    control    sugiere    que    el

microambiente del bazo de ratones ltipicos puede desempefiar un papel importante en

la  localizaci6n de  las DCs.

Las  quimioquinas  dirigen  la  migraci6n  de  los  leucocitos  a  lo  largo  del  cuerpo y

organizan  la  respuesta  inflamatoria.  Se  ha  descrito,  que  la  sobre-expresi6n  de  algunas

quimioquinas puede generar un  reclutamiento inadecuado de linfocitos auto-reactivos

a los sitios de inflamaci6n  (Tang et al, 2008; Vielhauer et al, 2007). Alternativamente, la

elevaci6n    sist6mica    de    quimioquinas    puede    desensibilizar    a    los    receptores    de

quimioquinas expresados en los leucocitos activados, Io que resulta en la p6rdida de los

mecanismos    de    homing    normales    y,    en    consecuencia    se    generan    respuestas

inflamatorias globales (Segerer et al, 2000).

Estudios  previos  en  humanos  han  vinculado  a  las  quimioquinas  CCL2  (MCP-1) y

CXCL10 (lp10) con  la actividad del  LES (Bauer et al, 2009;  Fu  et al, 2008; Vielhauer et al,

2007).   En  concordancia  con   estos  trabajos,  determinamos  que  las  DCs  de  ratones

ltlpicos  expresan  mayores  niveles  g6nicos  de  CCL2,  CCL8  (MCP2)  y  CXCL10 comparado

con  DCs de ratones preltipicos y controles.  CCL2 y CCL8 son quimioquinas inflamatorias

que   atraen    a    neutr6filos,    monocitos   y   DCs   inmaduras.   Adicionalmente,    CXCL10

participa en el reclutamiento de PDC, Ia principal fuente de lFN tipo I  (Wenzel  & Tuting,

2007). Esto se correlaciona con el aumento de IFN-a en el suero de pacientes con LES y

con  la  actividad  y  gravedad  de  la  enfermedad  (Thibault  &  Utz,  2003).  Por  otra  lado,

estas quimioquinas pueden ser inducidas por lFN-a, ya que sus secuencias promotoras
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poseen  secuencias  consenso   para   los  elementos  que  responden   a  esta   citoquina,

incluyendo  lsRE  (lFN-estimulado  elemento  de  respuesta)  y  el   IRE  (interfer6n  factor

regulador)   (Fu   et   al,   2008).   Adicionalmente,   demostramos   que   s6lo   las   DCs   que

provienen  de  bazo  de  ratones  ldpicos  reducen  significativamente  la  expresi6n  g6nica

de  los receptores de quimioquinas  CCR2,  CCR3,  CCR4,  CCR1,  CCR9,  CXCR7 y CCRILl en

comparaci6n  con  DCs que provienen  de  bazo de  ratones preltlpicos y controles.  Se  ha

documentado   que   las   DCs   maduras   disminuyen   la   expresi6n   de   las   quimioquinas

inflamatorias  y  sus  receptores  respectivos,  tales  coma  CCR2-CCL2  (Geissmann  et  al,

2003;  Merad et al, 2002), CCR5-CCL5 (Stumbles et al, 2001), y CCR6-CCL20 (Merad et al,

2002),   sugiriendo   que   las   DCs   que   provienen   de   bazo   de   ratones   ltlpicos   pierden

algunos receptores de quimioquinas debido a su estado de hiper-activaci6n.

Estudios  recientes  han  demostrado  que  la  PDC tolerog6nicas  presentes  en  los tejidos

linfoides expresan  el  receptor de  quimioquina  CCR9  (Hadeiba  et al,  2008),  un  receptor

involucrado en el  homing de linfocitos T al intestino delgado (Kunkel et al, 2000) y en el

homing de c6lulas  progenitoras  al timo  (Uehara  et al,  2002).  Interesantemente,  se  ha

demostrado   que   las   PDC   CCR9+   inducen   eficazmente  Treg,   inhiben   las   respuestas

inmunes   especificas   de   injerto   contra   hu6sped   (GVHD)   y   transportan   anti'genos

perifericos al timo promoviendo la tolerancia central  (Hadeiba et al, 2012). Por lo tanto,

es   posible   que   la   DCs   ldpicas   qLle   tienen   una   menor   expresi6n   de   CCR9,   sean

intrinsecamente   ineficientes   para   inducir   tolerancia   central.   Importantemente,   se

demostr6 por citometria de flujo que las PDC que provienen de ratones ltlpicos pierden

79



significativamente  la  expresi6n  de CCR9 y CCR4, y que las CDC pierden   la  expresi6n  de

~   CCR9.  El conjunto  de  estos resultados sugiere que la  producci6n  de quimioquinas en el

microambiente  del  bazo  y  la  perdida  de  expresi6n  de  los  receptores  de  quimioquinas

en  las DCs de bazo de ratones ldpicos permitirfa  una localizaci6n preferencial de DCs en

ese 6rgano (Gleisner et al, 2013).

Se  ha  documentado  que  las  c€lulas  estromales  pueden  controlar  la  respuesta

inmune   a   trav6s   de   la   regulaci6n   de   la   producci6n   de   quimioquinas   (Mueller   &

Germain,  2009), sin embargo se desconoce el  papel  de estas c6lulas  en  la  patog6nesis

del  LES.  Nuestros  resultados  indican  que  las  c6lulas  estromales  de  bazo  de  ratones

ldpicos    muestran    diferencias    significativas    en    la    expresi6n    de    quimioquinas    y

receptores  de  quimioquinas  en  comparaci6n  con  las  celulas  de  ratones  preltipicos  y

controles  (Gleisner  et  al,  2013).  En  concordancia  con  resultados  de  otros  grupos  de

investigaci6n (Bauer et al, 2009; Lynch et al, 2003; Wong et al, 2010), encontramos una

mayor expresi6n  de  CXCL13,  lL-16 y CXCL12  en  c6lulas  estromales  de  bazo  de  ratones

lupicos  asi como  aumento  de  la  expresi6n  de  CX3CLl y CCL19.  CCL19  es  el  ligando  del

receptor de CCR7 por lo tanto participa en la atracci6n de c6lulas CCR7+ hacia las zonas

de  LT  en  los  6rganos  linfoides  secundarios  (Forster  et  al,   1999).  CXCL12  o  el  factor

derivado de c6lulas estromales  1 (SDF-1) es expresado  por c6lulas de diferentes tejidos

y     participa     en     la     migraci6n     de     linfocitos,     monocitos,     DCs     y     precursores

hematopoy6ticos.  Se  ha  documentado  que  pacientes  ltlpicos  poseen  un  aumento  de

CXCL12   y   se   ha   propuesto   que   esta   quimioquina   promueve   la   movilizaci6n   de
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precursores  CD34+  al  sitio  de  dafio  e  inflamaci6n  como  un  mecanismo  de  reparaci6n

(Wang et al,  2009).  En  concordancia  con  los  datos  de  la  literatura,  es  probable  que  la

acumulaci6n   de   DCs   ltlpicas  en   el   bazo   sea   una   consecuencia   de   la   atracci6n   de

precursores  de  DCs.  Por otro  lado,  la  lL-16  es  una  citoquina  producida  principalmente

por  LT CD8+ e  induce  la  quimiotaxis  de  LT CD4+ y de  monocitos.  Adicionalmente,  se  ha

descrito que el suero de pacientes ldpicos posee elevados niveles de esta citoquina,  la

cual se asocia con  la severidad de la enfermedad  (Lard  et al, 2002).   En conjunto estos

resultados sugieren que las c€lulas estromales de bazo de ratones ltipicos participan  en

la  acumulaci6n  de  las  DCs y en  consecuencia,  en  una  mayor activaci6n  de  linfocitos T,

aunque el mecanismo exacto atin no se ha dilucidado.

5.- RESuMEN DE RESULTADOS

•      Uno   de   los   resultados   notables   durante   el   desarrollo   del   lupus   es   el

aumento   significativo   de   c6Iulas   dendriticas  tanto   convencionales   como

plasmacitoides  en  bazo  y  sangre.  Por  otra  parte,  estas  celulas  dendrfticas

muestran   una   mayor   expresi6n   de   moleculas   de   coestimulaci6n   y   de

receptores SLAM comparado a ratones preldpicos y controles.

•      Los  linfocitos  8  del  bazo  de  ratones  ltipicos  poseen  tambi6n  un  fenotipo

activado, sobre-expresan SLAM  Fl y las  protefnas adaptadoras SAP y EAT-2

en comparaci6n con LB que provienen de ratones preltipicos y controles.

•      Los   linfocitos   T   CD4+   de   bazo   de   ratones   ltipicos   poseen   un   fenotipo

activado  y  producen  mayores  niveles  de  IFN-y  e  IL-10  que  los  linfocitos  T
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4CD4+   de   ratones   preltlpicos  y  controles.   En   condiciones   basales   sobre-

expresan SLAM  Fl y SLAM  F6.

•      El  bazo  de  ratones lt]picos presenta  un  aumento de  una  poblaci6n  anormal

de  LT reguladores de fenotipo CD4+Foxp3+CD25-.  Los  linfocitos Treg CD25+

poseen  una  actividad  supresora  normal.  Extrafiamente,  ambas  poblaciones

de  linfocitos  Treg  poseen  marcadores  de  activaci6n  similar  a  linfocitos  T

efectores y una expresi6n disminuida de SLAM  F1.

•      Las DCs de ratones preltlpicos y ltipicos migran preferencialmente al bazo en

comparaci6n a DCs de ratones controles.

•      Las   DCs   de   ratones   ltipicos   poseen   un   patr6n   de   expresi6n   g6nico   de

quimioquinas     y     receptores     de     quimioquinas     concordante     con     la

acumulaci6n de DCs en el bazo.

•      El    estroma    del    bazo    de    ratones    ltipicos    posee    mayores    niveles    de

quimioquinas con  la capacidad  de atraer precursores de  DCs y linfocitos Thl

en comparaci6n al estroma del bazo de ratones preltipicos y controles.

CONCLUS16N

En    conjunto,    nuestros    resultados    nos    permiten     proponer    que    las

quimioquinas  presentes  en  el  microambiente  del  bazo  de  los  ratones  ltipicos

podrian ser responsables del  homing preferencial de  las c6lulas dendriticas.y de

otras  subpoblaciones  celulares   hacia   el   bazo.   Esto  genera   una   acumulaci6n

anormal  de  c6lulas  dendrfticas  en  este  6rgano  y  la  consecuente  activaci6n  de

linfocitos  T  y  a,  mecanismo  que  conduce  a  la  producci6n  de  una  respuesta

autoinmune.  Un aumento de linfocitos T reguladores podria estar reflejando un

mecanismo compensatorio, incapaz de controlar la autoinmunidad.
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