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ABREVIATURAS.

BCR
CD
DNA
ELISA
FACS
FO
IFN?
Ig”s

LES
Lpr
MZ
PALS
RNA
RNP
SFB
T1
T2
T3
Thl
Th2

Receptor de linfocito B

Molécula de diferenciacion

Acido Desoxirribonucléico

Ensayo de inmuno absorcion ligado a enzimas
Andlisis de fluorescencia de células
Linfocito B Folicular

Interferon gamma
Inmunoglobulinas

Interleucina

Lapus Eritematoso Sistémico
Linfoproliferacion

Linfocito B de Zona Marginal

Bolsa linfoide periarterioral

Acido Ribonucléico

Ribonucleo proteina

Suero fetal de bovino

Linfocito B Transitorio-1

Linfocito B Transitorio-2

Linfocito B Transitorio-3

Linfocito T cooperador 1

Linfocito T cooperador 2



ANTECEDENTES.

El proceso de maduracién del linfocito B (ontogenia) inicia en médula Osea
donde las células precursoras pasan por diferentes etapas, las cuales se
diferencian por un patron especifico de expresion de genes de
Inmunoglobulinas (Ig’s.) y proteinas de superficie que sirven como marcadores
fenotipicos de estos estadios de maduracion. Los acontecimientos principales
son el reordenamiento y la expresion de los genes de Ig’s en un orden preciso,

la proliferacion de linfocitos inmaduros y la seleccion negativa. !

El primer estadio es linfocito pro-B, es la célula mas precoz ya diferenciada
hacia la estirpe B de medula 0sea, la cual presenta la primera recombinacién
de genes Ig’s en la cadena pesada y presenta marcadores de superficie CD19
CD38 y CD10. Posteriormente pasa al estadio pre-B el cual sintetiza la cadena
pesada citoplasmica mque se une a la cadena ligera subrogada (idéntica en
todos los linfocitos) formando el complejo receptor de linfocitos pre-B y
comienza el reordenamiento de genes de la cadena ligera, la union de la
cadena ligera con mforman la molécula IgM que se expresa en la superficie del
linfocitos B inmaduro (IgM*), en esta etapa el linfocito migra hacia bazo, ¢”

donde termina su proceso de maduracion (Figural).

Para diferenciar a los linfocitos B inmaduros que se encuentran en medula
Osea de los que viajan hacia bazo se ha utilizado el término de linfocitos B
transitorio (T). Allman y Colleman sugieren que en bazo existen tres tipos de
poblaciones de linfocitos B inmaduros: Transitorios-1 (T1), Transitorios-2 (T2) y
Transitorios-3 (T3). Los linfocitos B T1 presentan el fenotipo B220" AA4"
CD23  IgM"™" el T2 B220* AA4* CD23* IgM"%" y el T3 B220" AA4* CD23"
lgML® . G4 (Tabla 1y Figura 2).
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Figura 1. Estadio de maduracién del linfocito B. ©)

Deleccion
-Edicion del Receptor

Transitorias 1

Inmaduras T1 T2 T3 Maduras
SigM +++ +++ +++ ++ ++
SigDh — — ++ ++ +++
CD21 — — ++ ++ ++
CD23 — — ++ ++ ++
HAS +++ +++ +++ +++ +
493 + + + Un —
AA4 + + + + —
CD62L un — — + un
RAG + + + Un —
. Bazo
Localizacion anatémica Medula Osea Bazo Bazo Ganglio linfatico

Tablal. Expresion de los marcadores de superficie de linfocitos B

transitorios®

Abreviacion: T1 Transitoria 1, T2 Transitoria 2, T3 Transitoria 3; un desconocido

+ Representa el nivel de expresion positiva, - Representa el nivel de expresion negativa

inmaduros y




Figura 2. Subpoblaciones de linfocitos B en bazo por citometria de flujo. Los linfocitos B
T1 presentan el fenotipo B220+ AA4+ CD23 IgM"™, el T2 AA4" CD23" IgM """y el T3 AA4"
cbp23* Iigm ™ @

Los linfocitos B T1 migran de medula 6sea hacia bazo, donde se sitian
principalmente en el exterior de la bolsa linfoide periarterioral (PALS) y
posteriormente se diferencian hacia linfocitos B T2 y T3 que se encuentran
localizados dentro de los foliculos primarios. © Existen diferencias funcionales
entre los linfocitos B transitorios y maduros; la union del receptor de linfocitos
B (BCR) a su antigeno induce al linfocito B maduro a que se active y entre al
ciclo celular, mientras que el transitorio se va a apoptosis (muerte celular

programada) ¥

En bazo existen tres distintas poblaciones de linfocitos B maduros: Los
linfocitos B Foliculares “FO” que residen en los foliculos linfoides primarios y
presentan el siguiente fenotipo CD21™ CD23"" CD24™ |gML°" IgD"", los
linfocitos B de la Zona Marginal “MZ” (regién que se encuentra entre la pulpa
blanca y pulpa roja del bazo) y que son del fenotipo CD21"" CD23"9 CD24""
IgM"9" lgDL™ © y Jos linfocitos B1 (CD5*) que se encuentran principalmente en
el peritoneo y cavidad pleural, la proporcidén de estos linfocitos en bazo es muy

pequefia en comparacion de los linfocitos B FO'y MZ® . (Figura 3)
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Figura 3. Linfocitos B maduros de bazo de ratén por citometria de flujo. Los linfocitos B

MZ presentan expresion de CD21"", CD23"", mientras que los FO expresan CD21"™"

cp23ton @
Los linfocitos B FO también conocidos como linfocitos B “naive” 6 linfocitos B
convencionales participan en la formacion de los centros germinales, cuando

proliferanpor el reconocimiento del antigeno y de moléculas coestimulatorias.

Los linfocitos T activados secretan citocinas que se unen a sus receptores,
también situados en la superficie de los linfocitos B. La combinacion de estas
sefales estimula la proliferacion y diferenciacién de los linfocitos B a células
secretoras de anticuerpo e inducen un cambio de isotipo. *7®- La maduracién
de la afinidad de los anticuerpos (hipermutacién somatica) y la generacion de
linfocitos B de memoria también tiene lugar en los centros germinales; los
linfocitos B que intervienen en la formacion de los centros germinales también
intervienen en la respuesta inmune adaptativa caracterizada por la produccién
de anticuerpos antigeno especifico de alta afinidad y cambio de isotipo. En
contraste, a los linfocitos B FO, los linfocitos B MZ y B-1 son responsables de
la rapida produccion de anticuerpo IgM. Los linfocitos B MZ son la principal

fuente de auto-anticuerpos de baja afinidad (anticuerpos naturales) ("

Basadas en sus distintas funciones fisiolégicas recientemente se ha sugerido
gue los linfocitos B maduros de bazo se pueden agrupar en dos distintas
categorias: (a) Los linfocitos B que intervienen en la repuesta inmune
adaptativa (linfocitos B FO) y (b) los linfocitos B que intervienen en la

respuesta inmune innata (linfocitos B MZ y B-1) ("-



Se ha estimado que la medula ésea produce aproximadamente 2 x 10’
linfocitos B (IgM + BCR+) por dia, pero solamente el 10% de estas células
llegan a bazo y del 1-3% maduran, significando que aproximadamente el 90%
de los linfocitos B producidos por dia mueren antes de dejar medula ésea.
Esta eliminacion de linfocitos B es atribuida a la seleccién negativa que sufre
el linfocito en medula 6sea durante su maduracion y donde se eliminan los
linfocitos inmaduros que reconoce antigenos propios a través de su receptor
BCR, la seleccion negativa (parcialmente responsable del mantenimiento de la
tolerancia) se lleva acabo por tres distintos mecanismos: edicion de receptor,

apoptosis y anergia. "8

El proceso de activacion, proliferacion y diferenciacion de linfocitos B ocurre en
los 6rganos linfoides secundarios. La activacion se inicia tras el reconocimiento
del antigeno por el BCR del linfocito y consta de una serie de pasos que
provocan su proliferacion (expansion de clonas especificas al antigeno),
diferenciacion a linfocitos B de memoria de vida larga y a células secretoras
de anticuerpos (células plasmaticas), algunas de las cuales contindan
produciendo anticuerpos (los anticuerpos neutralizan patégenos y toxinas
facilitando la opsonizacion y la activacion del complemento) durante periodos

prolongados 478

La funcién del linfocitos B en la respuesta inmune va mas all4 de ser el
precursor de la célula plasmatica ademas tiene la capacidad de presentar
antigeno, regular la activaciéon del linfocitos T, secretar citocinas y polarizar la
respuesta del linfocitos T hacia Th1 o Th2. 19 |a desregulacién de alguna de
estas funciones puede resultar en una respuesta inmune aberrante que rompa
la tolerancia y contribuya al desarrollo de auto inmunidad y/o enfermedad auto

inmune.

Las enfermedades autoinmunes se caracterizan por presentar una
desregulacion de la respuesta inmune, entre estos se encuentra el lupus
eritematoso sistémico (LES) el cual se considera el prototipo de la enfermedad

sistémica autoinmune, es de etiologia desconocida y puede afectar cualquier



organo o sistema del organismo. Afecta principalmente a mujeres en edad

reproductiva con una relaciéon mujer/hombre de 10:1

Se caracteriza primordialmente por defectos en la tolerancia y homeostasis
(1011 y Ja presencia de auto-anticuerpos dirigidos contra antigenos nucleares
como DNA, RNA, RNP, Ro e histonas; los cuales pueden formar complejos
inmunes, que con frecuencia se depositan en rifidn, piel, cerebro y otros

tejidos causando inflamacién y dafio tisular.1%?

Ademéas se ha documentado que hay anormalidades significativa en la
homeostasis de linfocito B y puede ser reflejada en la perdida de la tolerancia
de células B y activacién de linfocitos B aberrantes, V) los cuales participan en
el LES a) como precursores de células secretoras de auto-anticuerpos (los
auto-anticuerpos contribuyen a mudltiples mecanismos de autoinmunidad,
incluyendo hipersensibilidad de tipo Il mediada por complejos inmunes, 12 p)
presentando auto antigenos a las células T, y ¢) ayudan a la regulacion de la
respuesta inflamatoria, secretando citocinas pro-inflamatorias (IL-6, IFN?,

linfotoxina- a) %

Se han utilizado modelos murinos para estudiar la fisiopatologia de lupus
eritomatoso sistémico como las diferentes cepas NZBxXNZW F;, BXSB,
MRL/MpJ y MRL/MpJ-Fas™ que presentan una enfermedad similar a LES (419,
Los ratones que son propensos a sufrir lupus desarrollan una enfermedad renal
la cual es letal y es causada por el depédsito de complejos inmunes,

dependiendo de la cepa varian los patrones y la gravedad de la enfermedad.
(14)

La cepa MRL/MpJ proviene de una cruza de ratones C57/BL6J, C3H/HeDi,
AKR/J y LG/J, durante la cual se presentd una mutacién espontanea del gen
Fas en la 122 generacién obteniéndose asi la cepa MRL/MpJ-Fas® (MRL/Ipr)
(1617) (El significado de Ipr es linfoproliferacién). La interaccién de Fas y su
ligando (FasL) se requiere para la iniciacion de apoptosis dentro de la
activacion de linfocitos B y T ® Clinicamente presentan depdsitos de

complejos inmunes, vasculitis, esplenomegalia, hipergamaglobulemia,



produccién de anticuerpos anti-nucleares principalmente aquellos dirigidos
contra DNA y glomérulo nefritis que a menudo es la causa de muerte temprana
(50% en 6 meses para la cepa MRL/Ipry 50% en 17 meses para la cepa
MRL/MpJ). @®- Como caracteristicas histolégicas presentan una aguda
proliferacion de células endoteliales y sinoviales con una destruccion de
cartilago articular, usualmente detectado microscopicamente; una hiperplasia
masiva de todos los Organos linfoides, algunas veces con hemorragia y
necrosis quistica. Como anomalias inmunes, presentan hiperplasia linfoide, que
es el primer resultado de la expansién inusual de células con fenotipo CD3+
CD4- CD8- B220+, hiperactivacion de células B que aparecen justo antes de la
aparicion clinica de la enfermedad. Ademas niveles altos de inmunoglobulinas

IgM e IgG y macréfagos con una baja secrecién de IL-1 B (1419

Algunas caracteristicas que se encontraron en MRL/Ipr y nunca, o raramente
en otras cepas como la NZB y sus hibridos son: una masiva linfoproliferacion,
factor reumatoide IgM, una inflamacion erosiva de poliartitris ¥; desarrollo de
una nefritis fatal. Ademas de desarrollar una infiltracion linfocitica de glandulas

salivales, pancreas, musculos periféricos. (420

Esta cepa ha servido para demostrar la importancia de los linfocitos B en el
desarrollo de lupus. Los ratones MRL/Ipr deficientes de linfocitos B (“Knock
out” para el locus J de la cadena pesada de las Ig's) muestran una enfermedad
menos agresiva (disminucion de glomerulonefritis, vasculitis, activaciéon y
expansion de linfocitos T autoreactivos), en comparacion con los ratones que

presentan linfocitos B (cepa silvestre). -

Shlomchik y sus colegas utilizaron
un enfoque novedoso que demostré la importancia que tienen las distintas
funciones del linfocitos B en la patogénesis de lupus y que son independientes
a la produccién de autoanticuerpos, utilizando ratones transgénicos de la cepa
MRL/Ipr que no pueden secretar anticuerpos, observaron que ha diferencia de
los que no tienen linfocitos B estos siguen presentando glomerulonefritis y

vasculitis al igual que la cepa silvestre. 1122,

Basado en lo anterior nos parece interesante determinar si alguna

subpoblacion de linfocito B se incrementa cuando se exacerba la enfermedad



con la edad en ratones MRL/Ipr y comparar estas subpoblaciones de linfocitos

B provenientes de ratones que no desarrollan lupus (C57BL/6).



JUSTIFICACION.

Para estudiar la enfermedad se han utilizado modelos murinos que
espontdneamente desarrollan una enfermedad similar a lupus. En ellos se ha
demostrado la importancia que tiene el linfocito B. Sin embargo, existe poca
evidencia de la participacion de las diferentes subpoblaciones de linfocitos B en
el desarrollo de lupus por lo que nos parece interesante relacionar estas

subpoblaciones con la enfermedad.



PLANTEAMINETO DEL PROBLEMA.

El proceso de maduracion del linfocito B inicia en la medula ésea, donde la
tltima etapa es como linfocito B inmaduro, el cual deja la medula ésea y viaja
hacia bazo como linfocito B transitorio -1 (T1). El linfocito B T1 llega a bazo
donde se diferencia hacia linfocito B T2 y T3. La activacion de los linfocitos
transitorios por diferentes sefiales permite una diferenciacion hacia linfocito B
maduros (FO y MZ). En la respuesta inmune el linfocito B tiene diferentes
funciones como: presentar antigeno, secretar citocinas y polarizar la respuesta
del linfocito T hacia Thl o Th2, entre otras. La desregulacién de alguna de
estas funciones puede resultar en una respuesta inmune aberrante que rompa

la tolerancia y contribuya al desarrollo de autoinmunidad.

El LES se caracteriza por anormalidades tanto en los en los linfocitos B como
T.

Se han utilizado modelos murinos, como la cepa MRL/lpr que
espontaneamente desarrolla una enfermedad parecida al lupus, con las
siguientes manifestaciones: depositos de complejos inmunes, glomeronefritis,
vasculitis, esplenomegalia, hipergamaglobulinemia y produccién de anticuerpos

anti-nucleares, principalmente anticuerpos dirigidos contra DNA.

Se sabe que los linfocitos B juegan un papel importante en la aparicién del
lupus. Sin embargo, aun no se sabe si alguna subpoblacion de los linfocitos B
pudiera tener alguna participacion relevante en la enfermedad. Por lo que

tratamos de contestar la siguiente pregunta.

SAlguna de las distintas subpoblaciones de linfocito B incrementan al

exacerbase la enfermedad?

10



HIPOTESIS.

Existe un incremento en algunas de las subpoblaciones de linfocitos

B transitorios cuando aumentan las manifestaciones de lupus.

11



OBJETIVOS.

GENERAL.

Determinar el numero absoluto de linfocitos B y sus distintas

subpoblaciones en ratones MRL/Ipr y en C57BL/6 a distintas edades.

PARTICULARES.
Determinar la actividad de lupus (proteinuria y anticuerpos anti-DNA) en
ratones MRL/Ipr a distintas edades (9 y 20 semanas)
Determinar el nimero absoluto de linfocitos B en las cepas de ratones
C57BL/6 y MRL/Ipr a distintas edades (9 y 20 semanas de edad).
Determinar el ndmero absoluto de las distintas subpoblaciones de
linfocitos B en las cepas de ratones C57BL/6 y MRL/Ipr a distintas

edades (9 y 20 semanas de edad).

11



MATERIAL Y METODOS.

ANTICUERPOS.

Se utilizaron los siguientes anticuerpos: anti CD21-FITC ( 7G6), anti AA4-PE
(AA4.1), CD23-Biotinilado, anti IgM-APC (11/41), anti CD19-Cy7 (1D3), anti
B220-biotinilado, anti CD3-APC (145-2cl) de la marca eBioscience,

streptavidina-Cy5 de la marca (BDBioscience) .

ANIMALES.

Se utilizaron 5 ratones de 9 semanas y 5 ratones de 20 semanas de edad de
la cepa MRL/MpJ Fas ™ (Jackson Laboratory) y C57BL/6 (Harlan)
provenientes de Estados Unidos. Los cuales se alojaron en cajas de
policarbonato de piso sélido con micro aislador. Se les dio alimento esterilizado
gue contenia no menos de: 18% de proteina cruda, 6% de grasa cruda y no
mas de 3% de minerales. El agua fue potable y se esterilizé6 por autoclave. La
administracion de agua y alimento fue a libre acceso.

Se les proporciono los cuidados y la atencién veterinaria especificada en la

Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999
NIVEL DE BIOSEGURIDAD
El nivel de bioseguridad de nuestro experimento fue 1, debido a que se trabajo

con material biologico (células de ratones) que no producen enfermedad y no

son un riesgo para la salud de personas sanas y el medio ambiente.

CUANTIFICACION DE PROTEINURIA.

12



Antes de cada experimento se tom6 una gota de orina, la cual se colocé en la
tira reactiva (Uri-Quick de Stanbio) y se registro el cambio en la banda antes

del minuto, las lecturas se reportaron en mg/dL.

OBTENCION DE SUERO DE RATON.

Los ratones se anestesiaron en una camara saturada de éter etilico, se
procedié a tomar la muestra de sangre ocular con capilares heparinizados y se
recolectd en viales. La sangre obtenida se centrifugd a 10 000 rpm durante 15
min, se separo el suero y se dosificd en viales etiquetados que se almacenaron

hasta suusoa -35°C.

ANTICUERPOS Anti-DNA.

La determinacion de anticuerpos anti-DNA se realiz6 por el método de ELISA.
La placa se sensibilizé con antigeno (DNA de timo de carnero [SIGMA]) a una
concentracion de 5 pg/mL, seincubd a 4 °C toda la noche y se lavd 2 veces
con PBS-Tween. La placa se bloque6é con 200 uL de PBS-BSA-Tween, se
incub6 a 37 °C 1 h y se lavo 2 veces. Se adicion6 100 pL del estandar de
anticuerpo anti-DNA (Chemican International) a distintas concentraciones (250,
125, 62.5, 31.25, 15.6, 7.8 y 0 ng/mL) y 100 pL de los sueros problemas
diluido 1:50, la placa se incubo a 37 ° C/ 1 hy se lavo 4 veces. Se colocé 100
uL del conjugado (lg’s de conejo anti IgG de ratén unido a fosfatasa alcalina
[Zymed-Invitrogen]) se incubd a 37 °C 45 min. y se lavd 4 \eces. Finalmente
se adicion6 100 pL de sustrato para fosfatasa alcalina y se leyd a los 20 min. A
405 nm. en un lector de ELISA (Dynatech MR5000).

INMUNOGLOBULINAS (IgG)

La determinacién de anticuerpos IgG totales se realizé por el método de ELISA.
La placa se sensibilizO con anticuerpo anti Ig de raton fraccion (Fab);
(Biosoource), se incub6 4 °C toda la noche vy se lavdé 2 veces con PBS-

Tween. La placa se bloque6 con 200 uL de PBS-BSA-Tween, se incubod a 37

13



°C 1 h y se lavd 2 veces. Se adicion6 100 pL de el estandar (gG de ratén
[Zymed-Invitrogen]))a distintas concentraciones (125, 62.5, 31.25,15.6,7.8 y
0 ng/mL) y 100 pL de los sueros problemas diluido 1:40000, la placa se incubo
a 37 °C1hyse lavd 6 veces. Se colocaron 100 uL del conjugado (Ig's de
conejo anti IgG de raton unido a fosfatasa alcalina [Zymed-Invitrogen]) se
incubé a 37 °C 45 min. y se lavd 5 veces con PBS-Tween y 2 veces con
regulador de bicarbonatos; fnalmente se adicion6 100 pL de sustrato para
fosfatasa alcalina y se leyd a los 20 min. a 405 nm en un lector de ELISA
(Dynatech MR5000).

OBTENCION DE CELULAS DE BAZO

Los animales se sacrificaron utilizando éter etilico (eutanasia). Se obtuvo el
bazo y se colocd en una caja Petri para inyectarle solucion salina, enseguida
se paso por un filtro en el cual se macer6 con el embolo de una jeringa, se lavé
con solucién salina y se centrifugd a 1200 rpm durante 10 min, el sobrenadante
se decantd y a las células se les agregd 1.5 mL del regulador de lisado
(SIGMA) durante 1 min. 30 segundos, las células se lavaron con solucion
salina, se centrifugaron a 1200 rpm durante 10 minutos, las células se
resuspendieron en regulador para FACS y se contaron utilizando una camara

de Neubauer.

MARCAJE PARA CITOMETRIA DE FLUJO

Se tomaron 500 000 células de cada raton y se lavaron con regulador FACS,
enseguida se coloc6 50 uL de anticuerpo anti CD21-FITC, anti AA4-PE, CD23-
biotinilado , B220- biotinilado , anti CD3-APC, anti CD19-Cy7, anti IgM-APC, se
incubaron a 4° C 20 min. en oscuridad, se lavaron con regulador FACS y se
centrifugd a 1500 rpm durante 3 min, se adiciono streptavidina-Cy5 e incub0 a
4° C durante 20 min. en oscuridad, se lavo y fijo las células con
paraformaldehido al 2% a 4° C durante 5 min. Las células que se obtuvieron se
resuspendieron en 300 pL de regulador FACS. Las muestras se leyeron con
el FACS ARIA con el software de BD Biosciences. Los resultados se

analizaron utilizando el programa Flowjo (Tree Star)
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ANALISIS ESTADISTICO.

Los resultados se describieron de acuerdo a la distribucion de los datos
(mediana y percentiles). Para determinar la distribucion de los datos se utilizé la
prueba normalidad Shapiro Wilk. Las variables independientes cuantitativas se
compararon mediante U de Mann-Withney. Las diferencias entre grupos se
determin6 utilizando la prueba kruscalWallis. Se considerd significativo un
valor de p < 0.05, el andlisis estadistico de los datos se realizé utilizando el

programa de computo SPSS 12 para Windows.
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DIAGRAMA DE FLUJO.

Ratones MRL/lpry
C57BL/6
(9 y 20 semanas)

Extraccion del bazo de Obtenciéon de suero Cuantificacion de
ratones de 9 Y 20 proteinuria
semanas

| |
Obtencion de células ELISA anti-DNA ELISA IgG Totales
de bazo

Marcaje para
citometria de flujo

Analisis de las
muestras (FACS
ARIA y FLowjo

Analisis estadistico }
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RESULTADOS.

La determinacion de la actividad de lupus en el modelo murino, se realizd
midiendo los niveles de proteinuria. En la cepa control (C57BL/6) no se observo
proteinuria a las 9 semanas (Me= 0 mg/dL) y 20 semanas de edad (Me=0
mg/dL). En contraste, en la cepa MRL/lpr presentdé un incremento
estadisticamente significativo (p< 0.05) en los niveles de proteinuria a las 20

semanas (Me=200 mg/L), no asi a las 9 semanas (Me=15mg/dL). (Figura 4).

Figura 4. Proteinuria. Los niveles de proteinuria, se cuantificaron tomando una gota de orina

la cual se colocé en la tira reactiva y se registro el cambio en la banda antes del minuto. *
p<0.05.
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Se determinaron los niveles séricos de anticuerpos anti-DNA del isotipo bG.
Las concentraciones de anticuerpos anti-DNA fueron muy bajos tanto en la
cepa control a las 9 semanas (Me=0 pg/mL) y20 semanas (Me=1.3 pg/mL)
como en la cepa MRL/lpr a las 9 semanas (Me=0.82 pg/mL). En contraste, los
niveles de anticuerpo anti-DNA en la cepa MRL/lpr a las 20 semanas
incrementa con una diferencia estadisticamente significativa (p< 0.05) con

respecto a las antes mencionadas. (Figura 5).

Figura 5 Anticuerpos anti-DNA. Se tomaron sueros de ratén (C57BL/6 y MRL/lpr) a las 9 y
20 semanas de edad, la cuantificacion de anticuerpos anti-DNA del isotipo IgG se realizé por el

método de ELISA. * p<0.05.

La figura 6 muestra la concentracion sérica de inmunoglobulinas totales de la
clase IgG. En la cepa control no se encontré una diferencia en los niveles de

IgG en las distintas edades (9 semanas Me= 801.6 ng/mL, 20 semanas Me=
740.8 ng/mL), mientras que los niveles a las 9 semanas de la cepa MRL/lpr se
encuentra aumentado con una diferencia estadisticamente significativa (Me=
2849.6 ng/mL) con respecto a la cepa control y este incremento casi se ve

duplicado a las 20 semanas en la cepa MRL/lpr Me= 4720 ng/mL).
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Figura 6. IgG Totales. Se tomaron sueros a las 9 y 20 semanas de edad de las cepas
C57BL/6 y MRL/Ipr, la cuantificacion de inmunoglobulinas (IgG) totales se realiz6 por el método

de ELISA. *p<0.05. ** p<0.01.

La figura 7 muestra las distintas regiones para determinar el nUmero absoluto
de linfocito B y la diferenciacion del linfocito B en distintas subpoblaciones:
linfocito B maduro: Foliculares (FO) y Zona Marginal (MZ); linfocitos B
inmaduros: Transitorios-1 (T1), Transitorios-2 (T2) y Transitorios-3 (T3). El
namero absoluto de linfocitos B y sus subpoblaciones se obtuvieron utilizando

la siguiente formula:

Nam. de células en la region problema X NOm. de células en
Num. de células en la region de células vvas bazo

NUm. Absoluto =
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Figura 7. Nomero absoluto de linfocitos B y Subpoblaciones Células de bazo de ratones
de las cepas C57BL/6 y MRL/Ipr (9 y 20 semanas de edad) se marcaron con anticuerpo anti:
CD19-Cy7, AA4-PE, CD23-biotinilado, CD21-FITC, IgM-APC a 4 °C durante 20 min., las
células se lavaron y leyeron en el citometro de flujo FACSAria y analizaron utilizando el

programa FlowJo

No encontramos una diferencia estadisticamente significativa en el nimero

absoluto de linfocitos B (CD19+) a las 9 y 20 semanas en ninguna de las dos

cepas estudiadas. (Figura 8).
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Figura 8. Numero absoluto de linfocitos B. Células de bazo de ratones de las cepas
C57BL/6 y MRL/Ipr (9 y 20 semanas de edad) se marcaron con anticuerpo anti CD19-Cy7a4 °
C durante 20 min., las células se lavaron y leyeron en el citémetro de flujp FACSAria y

analizaron utilizando el programa FlowJo. * p >0.05

La figuras 9 y 10 muestran el numero absoluto de las distintas subpoblaciones
de linfocitos B maduros: Foliculares (FO) y Zona Marginal (MZ). En la cepa
control no se observd un cambio en el nimero de linfocitos B de MZ con
respecto a la edad (9 semanas Me= 1.56 X 10° 20 semanas Me= 2.5 X 10°).
Sin embargo, existe una tendencia a incrementar sin ser estadisticamente
significativa el nimero de linfocitos B FO a las 20 semanas (Me= 12.26 X 10°)
con respecto a las 9 semanas (Me= 8.18 X 10°). En contraste, en la cepa
MRL/Ipr no se encontrd diferencia en el nimero de linfocitos B FO a las
distintas edades pero si un aumento en el nimero de linfocitos B MZ a las 9
semanas (Me= 5.79 X 10°% en comparacién de la cepa control y este aumento

incrementa con la edad (20 semanas Me= 8.5 X 10°).
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Figura 9. Nimero absoluto de linfocitos B FO. Células de bazo de ratones de las cepas
C57BL/6 y MRL/Ipr (9 y 20 semanas de edad) se marcaron con anticuerpo anti: AA4-PE,
CD19-Cy7, CD21-FITC, CD23-biotinilado a 4 °C durante 20 min., las células se lavaron y

leyeron en el citometro de flujo FACSAria y analizaron utilizando el programa FlowJo. * p >0.05

Figura 10. Namero absoluto de linfocitos B MZ Células de bazo de ratones de las cepas
C57BL/6 y MRL/Ipr (9 y 20 semanas de edad) se marcaron con anticuerpo anti: AA4-PE,
CD19-Cy7, CD21-FITC, CD23-biotinilado a 4 °C durante 20 min., las células se lavaron y

leyeron en el citdmetro de flujo FACSAria y analizaron utilizando el programa FlowJo. * p<0.05.
** n<0.01.
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En cuanto al numero absoluto de linfocitos B inmaduros en bazo (transitorios)
no encontramos una diferencia en cuanto a la edad en las distintas cepas.
(Figura 11)

Figura 11. Namero absoluto de linfocitos B Transitorios. Células de bazo de ratones de las
cepas C57BL/6 y MRL/lpr (9 y 20 semanas de edad) se marcaron con anticuerpo anti: AA4-
PE, CD19-Cy7, IgM APC, CD23 biotinilado a 4 °C durante 20 min., las células se lavaron y

leyeron en el citbmetro de flujo FACSAria y analizaron utilizando el programa FlowJo. * p >0.05

La figura 12 muestra un aumento estadisticamente significativo (p<0.05) en el
namero de linfocitos B T1 en la cepa MRL/Ipr a las 20 semanas (Me= 0.9 X
10°) con respecto a las 9 semanas (Me= 0.6 X 10°% y en la cepa ontrol (9
semanas Me= 0.48 X 10° 20 semanas Me= 0.58 X 10°. En cuanto a la
subpoblacién de linfocitos B T2, no se observé diferencias entre las distintas
cepas a diferentes edades. (Figura 13)
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Figura 12. Namero absoluto de linfocitos B Transitorios T1. Células de bazo de ratones de
las cepas C57BL/6 y MRL/Ipr (9 y 20 semanas de edad) se marcaron con anticuerpo anti: AA4-
PE, CD19-Cy7, IgM APC, CD23 biotinilado, a 4 °C durante 20 min., las células se lavaron y
leyeron en el citémetro de flujo FACSAria y analizaron utilizando el programa FlowJo. *
p<0.05.

Figura 13. Niumero absoluto de linfocitos B Transitorios T2. Células de bazo de ratones de
las cepas C57BL/6 y MRL/lpr (9 y 20 semanas de edad) se marcaron con anticuerpo anti: AA4-

PE, CD19-Cy7, IgM APC, CD23 biotinilado a 4 °C durante 20 min., las células se lavaron y

leyeron en el citometro de flujo FACSAria y analizaron utilizando el programa FlowJo. * p

>0.05
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No existié una diferencia en el numero de linfocitos B T3 en la cepa control a
las 9 y 20 semanas ni en la cepa MRL/Ipr a las 20 semanas Sin embargo,
observamos un incremento con significancia estadistica en la cepa MRL/Ipr a
las 9 semanas con respecto a la cepa control (9 y 20 semanas) pero no con la

misma cepa a las 20 semanas. (Figura 14).

Figura 14. Nomero absoluto de linfocitos B Transitorios T3. Células de bazo de ratones de
las cepas C57BL/6 y MRL/Ipr (9 y 20 semanas de edad) se marcaron con anticuerpo anti:
AA4-PE, CD19-Cy7, IgM APC, CD23 biotinilado a 4 °C durante 20 min., las células se lavaron y

leyeron en el citémetro de flujo FACSAria y analizaron utilizando el programa FlowJo. *
p<0.05.
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DISCUSION

Para el estudio de lupus eritematoso sistémico (LES) se han utilizado las cepas
NZB/W, BXSB, MRL y MRL/Ipr las cuales desarrollan una enfermedad similar a
LES @419 Nosotros trabajamos con la cepa MRL/lpr, las manifestaciones
aparecen a partir de la semana 12 y tienen una vida media de 6 meses 4
como control negativo utilizamos la cepa C57BL/6. Las manifestaciones de
lupus son: proteinuria, anticuerpos anti-DNA, hipergamaglobulinemia entre
otras 7, las cuales se midieron a las 9 y 20 semanas. Como esta reportado en
la literatura nosotros encontramos que la cepa MRL/Ipr presenté lupus

(proteinuria, hipergamaglobulinemia y anticuerpos anti-DNA) a la semana 20.

El LES se caracteriza por presentar una desregulacion de la respuesta inmune,
se ha sugerido el posible papel patolégico que tiene el linfocito B en el
desarrollo y permanencia de la enfermedad por: la produccion de auto-
anticuerpos, secrecion de citocinas inflamatorias y activacién de linfocitos T
autorreactivos ?®. En la cepa MRL/Ipr se ha demostrado que al eliminar los
linfocitos B las manifestaciones clinicas disminuyen %, por lo que decidimos
determinar el nUmero absoluto de las distintas subpoblaciones de linfocitos B

en esta cepa MRL/Ipr antes y cuando presenté las manifestaciones de lupus.

En bazo podemos encontrar distintas subpoblaciones de linfocitos B; los
maduros donde principalmente se encuentran los foliculares (FO) y zona
marginal (MZ) ¥ y los inmaduros o transitorios (T) donde encontramos a los T1,
T2 y T3 segun la clasificacion de Allman ©%. Nosotros no encontramos
diferencias en el numero absoluto de linfocitos B totales y FO entre las
distintas edades y cepas. Tampoco encontramos diferencia en el nimero de
linfocitos B MZ en la cepa control con la edad, resultado que concuerda con lo
reportado previamente ?°). En contraste, la cepa MRL/Ipr presentd un aumento
en el numero de linfocitos B MZ a las 9 semanas con respecto a la cepa
control, resultado semejante a lo reportado en otros modelos de autoinmunidad
(NZB, B6.TC, NOD) ¢ 27.28) | os linfocitos B MZ son los primeros en producir
anticuerpos contra antigenos que entran a bazo, ademas de forma constitutiva

e inducible expresan altos niveles de moléculas co-estimulatorias CD80 y
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CD86, utilizando modelos de autoinmunidad se ha demostrado que estos
linfocitos junto con los B-1 son la fuente principal de los auto-anticuerpos 9.
Por lo que decidimos comparar el numero de linfocitos B MZ antes y cuando la
enfermedad esta presente. En contraste, a b reportado en la cepa NzB, 529
nosotros encontramos un incremento en el numero de linfocitos B MZ cuando
se presenta la enfermedad (20 semanas), esta diferencia se puede deber a que
las manifestaciones de lupus en la cepa MRL/Ipr son mas agresivas y aparecen

en menor tiempo que en la cepa NZB.

Tampoco encontramos diferencia en el nUmero de linfocitos transitorios totales
en la cepa control con respecto a la edad, semejante a lo reportado por Quinn
[l 'y sus colegas (28), aunque este grupo solamente comparé 6, 8 10 y 12
semanas y nosotros 9 y 20 semanas. No se observo diferencia en la cepa

MRL/Ipr con la edad y con la cepa control.

En el nimero de linfocitos T1 a las distintas edades de la cepa control y la
cepa MRL/Ipr a las 9 semanas no se encontré diferencia. Teague y sus colegas
encontraron una disminucién de esta poblacion al comparar la cepa MRL/lpr
con la Balb/c que no tiene relacion genética con la misma y no existi6 una
diferencia cuando se compara con cepas que tienen relacién genética AKR/J y
C57BL/6 9 concordando con nuestros resultados. Los linfocitos T1 se
consideran un punto de partida en la tolerancia periférica al presentar apoptosis
cuando su BCR reconoce antigenos. No existen reportes previos donde se
compare esta subpoblacién antes y cuando los animales presentan lupus.
Nosotros encontramos un incremento de esta poblacién a las 20 semanas,
cabe mencionar que esta cepa presenta una mutacion en Fas por lo que el
proceso de apoptosis esta disminuido y es importante para la eliminacion delos
linfocitos T1 que reconocen antigenos, nuestros resultados sugieren la
acumulacion de clonas autorreactivas, aunque se tendrian que realizar mas

experimentos para confirmar o desechar esta propuesta.

En cuanto a los linfocitos T2, no encontramos diferencia entre las distintas
edades y cepas. En el numero de linfocitos T3 solamente observamos un

incremento en la cepa MRL/lpr a las 9 semanas en comparacion con la
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C56BL/6, resultado que concuerda con lo reportado por Sekiguchi y sus
colegas quienes compararon C56BL/6 con B6.56R (cepa que produce
anticuerpos anti-DNA) @9 pero difiere con lo reportado por Teague y sus

colegas cuando se compara MRL/lpr con Balb/c 9,

Nuestros resultados muestran un incremento de las subpoblaciones de
linfocitos B T1 y de MZ cuando los ratones presentan la enfermedad,
sugiriendo la participacion de estas subpoblaciones en el desarrollo de LES.
Aunque seria interesante determinar si estas subpoblaciones participan
directamente en el desarrollo de la enfermedad o es consecuencia de la

misma.
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CONCLUSIONES.

No existe diferencia en el nimero absoluto de linfocitos B en cepas

gue desarrollan o no lupus, ni cuando se presenta la enfermedad
Los linfocitos B T3 se encuentran aumentados a las 9 semanas en la
cepa que desarrolla la enfermedad en comparacién con la cepa

control

Solamente las subpoblaciones de linfocitos B T1 Transitorios-1 y de

Zona Marginal, aumentan cuando se presenta la enfermeda
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GLOSARIO

Anergia. Estado de no respuesta a la estimulacion antigénica.

Apoptosis. Proceso de muerte celular caracterizado por escision del ADN,
condensacion y fragmentacion nuclear y formacion de vesiculas en la
membrana plasmatica que conduce a la fagocitosis de la célula sin provocar

respuesta inflamatoria alguna.

Autoanticuerpo. Anticuerpo producido por un individuo que es especifico para

un antigeno propio.

Autoinmunidad. Estado del sistema inmune caracterizado por una respuesta a

autoantigenos gue ocurre cuando fracasan los mecanismos de autotolerancia.

Célula Plasmatica. Linfocito B totalmente diferenciado, secretor de

anticuerpos.

Centro germinal. Region del foliculo del bazo, los ganglios linfaticos o el tejido

linfatico de las mucosas que se forma durante la respuesta inmunitaria humoral

Citocinas. Proteinas sintetizadas por muchos tipos de células distintas que

intervienen en las reacciones inflamatorias e inmunitarias.

Citometria de flujo. Método de analisis del fenotipo de las poblaciones
celulares para el que se necesita un equipo especial (citometro de flujo) que
permite detectar la fluorescencia de células individuales en suspension y
determinar el numero de células que expresan la molécula a la que se une el

marcador fluorescente.

Edicion del receptor. Proceso por el que algunos linfocitos B inmaduros que

reconocen antigenos propios en la medula ésea pueden ser inducidos a

cambiar sus especificidades Ig.

30



Enfermedad autoinmune. Enfermedad causada por una perdida de la

autotolerancia, de forma que el sistema inmunitario adaptativo responde a

autoantigenos provocando lesiones celulares e histicas.

Fab. Fragmento proteolitico de una molécula de anticuerpo IgG que consta de
una cadena ligera completa emparejada con un fragmento de cadena pesada

gue contiene el dominio variable y solo el primer dominio constante.

Fragmento F(ab)2. Fragmento proteolitico de una molécula de IgG que consta
de dos cadenas ligeras completas, pero solo el dominio variable, el primer

dominio constante y la region bisagra de las dos cadenas pesadas.

Glomerulonefritis. Inflamacién de los glomérulos renales que suele deberse a

mecanismos inmunopatologico, como la unién de anticuerpos a antigenos que

se expresan en el glomeérulo.
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ANEXO

PREPARACION DE REACTIVOS

PBS 10X
i. NaCl 40,09
ii. KCI 1.0g
iii. NaHPO4 12,29
iv. KHyPOg4 129
v. Agua destilada 500 mL
PBS
i. PBS10X 100 mL
i. Agua destilada 900 mL

PBS Tween 0.05%. (Solucién de lavado ELISA)

i. PBSIX 1000 mL
ii. Tween 0.5mL

PBS BSA 2% Tween 0.05% (solucion de bloqueo ELISA)
i. PBS-Tween 100 mL
iil. BSA2% 29

Regulador de Bicarbonatos

i. NaxCOs 0,795¢
ii. NaHCOs 1,465 g
ii. Agua destilada 500 mL

Fosfatasa Alcalina



i. Tabletas de fosfatasa 2 tab.

ii. Regulador de bicarbonatos 10 mL

iii. MgCl, 20 pL

BSA 0.5%
i. BSA 25¢g
ii Agua destilada 500 mL

- Azida de Sodio 1%

i. Azida de sodio 19
ii. Agua destilada 100 mL

Regulador para FACS (Solucion de lavado)

i. PBS 1X 200 mL
ii. SFB (suero fetal de bovino) 1mL
ii. Azida de sodio 0.005% 1mL
iv. Ajustar el pH a 74
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