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Inteferón de tipo 1
Interferón de tipo II
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intensity)
Complejo principal de histocompatibilidad (Major 
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T colaboradora folicular (T follicular helper)
T colaboradora (T helper)
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Modelo 
Manifestaciones 

orgánicas 
Vida media 

(mes) 

 

 
NZW/B 

Linfoadenopatía 
Esplenomegalia 

Glomerulonefritis 
10-12 

 

MRL/lpr 

Hiper- -globulinemia 
Glomerulonefritis 
Esplenomegalia 

 

5 

 

BXSB/Yaa 

Hiper- -globulinemia 
Hiperplasia de órganos 
linfoides secundarios 

Monocitosis 

5-15 

 

TLR7Tg 

Esplenomegalia 
Glomerulonefritis 
Hepatomegalia 

Inflamación pulmonar 

8-10 

 

 Enfermedad de 
injerto contra 

huésped 

Esplenomegalia 
Glomerulonefritis 

Depósito de inmunocomplejos 
en vasos 

1 

 

Adm. Pristano 
Artritis 

Capilaritis 
Nefritis avanzada 

0.5 

 

Adm. IMQ/RSQ 

Infiltración esplénica de 
células mieloides 

ANEMIA HEMOLÍTICA 
ESPLENOMEGALIA 

GLOMERULONEFRITIS 

2-4 
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 Caracterización celular 
Citoqs 

 Adaptativo Innato 
 Células B hiperreactivas 

↑ T CD4+ 
↓ T regs 

Fallos en la tolerancia central 

Activación anormal del 
complemento 

↑ CDs 
↑ Macrófagos 

↑ IL-6 
↑ TNF-α 
↑ IFN-I 

 
Linfoadenopatía de células T y B 

↑ T CD4- CD8- 
Células B hiperreactivas 

Hiperactivación del 
complemento 

↑ CDs 
↑ macrófagos 

↑ IL-6 
↑ TNF-α 
↑ IL-1β 

↑ IFN-  
↓ TGF-β 
↓ IL-10 

 
Desregulación de respuesta B 
Alta sensibilidad a antígenos 

asociados a ARN 

↑ pCDs 
Hiperactivación del 

complemento 
 

↑ IFN-I 
↑ IFN-  
↑ IL-6 
↑ IL-23 
↑ IL-12 

 
Células B hiperactivadas 
Producción excesiva de 

autoanticuerpos 

↑CDs 
Hiperactivación del 

complemento 

↑ IL-6 
↑ IFN-  
↑ IFN-I 

↑ TNF-α 

 Expansión policlonal de células B 
autorreactivas del receptor 

Proliferación de células T CD4+ del 
donante 

↑ Actividad 
presentadora de 
antígenos de CDs 

↑ TNF-α 

↑ IL-6 
↑ IFN-  
↓ IL-10 

 ↑ T CD4+ 
Céluls B hiperactivadas 

autorreactivas con interacción 
anormal con células T 

Alta activación de TLR7, 
TLR4, TLR2 y TLR9 en 

CDs y macrófagos 

↑ IL-6 
↑ IFN-  
↑ IFN- α 

 
Poblaciones B y T con un umbral 

menor de activación 
↑ pCDs 

↑ macrófagos 
↑ IFN- α 

↑ IL-6 
↑ IL-12 
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2.1.4. TLR7Tg 

2.1. Modelos inducidos 
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3.1.1. Bank1 
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Gen Localiz. Expresión 
Ruta metabólica 

regulada 
 

BANK1 4q24 
Células B inmaduras, 

maduras y 
recirculantes 

Potenciación de la señal del 
BCR 

Señalización de los TLR e y 
del IFN-I 

Inhibición de la activación de 
Akt inducida por CD40 

 

BLK 8p23.1 

Células B inmaduras y 
maduras. 

 
Muy baja en células 

plasmáticas 

Señalización del BCR 
Diferenciación de células B 
hacia células plasmáticas 

 

 

HLA-
DQA1 

6p21.3 

Macrófagos y células 
dendríticas 

Baja en células B 
inmaduras, elevada en 
células B maduras y 

baja en células 
plasmáticas 

Presentación de antígenos 
Activación de células T CD4+ 

 

CD38 
 

4p15 

Células B inmaduras, 
maduras y células 

plasmáticas 
Células T reguladoras 

y CD8+ 
NK, macrófagos y 

células dendríticas 

Proliferación y activación 
celular mediada por 

señalización por calcio 
Señalización del BCR y TCR 

 

TLR7 Xp22.2 

Células dendríticas 
plasmocitoides y 
convencionales, 
macrófagos y 

monocitos 
Células B activadas y 

de zona marginal 
(CGs) 

Reconocimiento de ARN de 
cadena simple 

Inducción de expresión de 
citoquinas proinflamatorias y 

de IFN-I 
Polarización de células Th1 
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 Variantes asociadas con patologías 
Ref 

 Variante Asociación Enfermedad 

 rs17266594 Protección LES 127 
 rs10516487 Riesgo LES 

AR 
127 

 rs10028805 Riesgo LES 
LLC 

127,128 
 

rs13277113 Riesgo  129 

 rs4840568 
 

Riesgo LES 129 

 rs2248932 
 

Riesgo  129,130 

 

HLA-DQA1*03:02 Protección LES 131 

 
Posición 182, intrón 1: 

CC 
Riesgo 

LES 
 

132  
Posición 418, exón 3: 

CG 
Protección 

 

TLR7-Y264H Riesgo 

LES 

11 

 rs3853839 
rs179019 
rs179010 

Riesgo 133 
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4.2. Regulación de la composición bacteriana 
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4.3. Estudio de la composición bacteriana  

4.3.1. Secuenciación de alto rendimiento (High-throughput 
sequencing) 



INTRODUCCIÓN 49 



INTRODUCCIÓN 50

A) 
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4.3.2. Citometría de flujo 

4.4. Técnicas de normalización de microbiota  
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5. INMUNOLOGÍA DEL GALT 

5.1. Estructura y funcionamiento inmunitario 
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5.2. Componente humoral: IgA y homeostasis  



INTRODUCCIÓN 58



INTRODUCCIÓN 59 



INTRODUCCIÓN 60

5.3. Barrera intestinal 
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6. CÉLULAS B REGULADORAS Y MICROBIOTA 
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Fenotipo Función Mecanismo Ref 

ZONA MARGINAL (ZM) 

Inducción de 
tolerancia ante 

trasplante 
alogénico 
cardiaco 

Inducción de 
células Th 
foliculares 

mediante la 
secreción de IL-10 

276 

CD138+ 

Control de 
encefalomielitis 

experimental 
autoinmune 

(EAE) 

Liberación de IL-10 
o IL-35 

269 

CD19+ CD5+ CD1DHIGH  
Inhibición de la 

respuesta 
inmunitaria 

Secreción de IL-10 277 

CD1DHIGH CD23HIGH CD21INT Papel protector 
en mucosas Secreción de IL-10 278 

CD19+ CD1D+ CD21+ CD23+ 
IGM+ CD24+ CD62L+ 

Diferenciación 
de Tregs e 

inhibición de 
diferenciación 

de Th1 

Secreción de IL-10 
y/o TGF-β 

 

278–281 CD19+ CD43+ CD80+ 
CD86+ CD40+ 

CD19+ CD43+ CD5+ 



INTRODUCCIÓN 64

Fenotipo Función Mecanismo Ref 

CD11HIGH Inducción de 
Tregs e 

inhibición de 
inflamación en 

alergias 

Secreción de IL-10 282–284 
CD5+ 

CD19+ CD24HIGH CD38HIGH 

Supresión de la 
diferenciación 
de Th1 tras la 
estimulación 

de CD40 

Secreción de IL-10 272 

CD19+ CD25HIGH CD27HIGH 
CD86HIGH CD1DHIGH IL-

10HIGH TGF-ΒHIGH 

Inhibición de la 
proliferación 
de células T 

CD4+ 

Secreción de IL-10 285 

CD19+ CD38+ CD1D+ IGM+ 
CD147+ IL-10+ CD25+ 

Regulación de 
la respuesta T 
hacia un perfil 

regulador y 
antiinflamatorio 

tras la 
estimulación 

con IL-21 

Secreción de IL-10 
y expresión de 

Granzima B 

277 

6.1. Citoquinas con función reguladora 
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6.1.1. IL-10 
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6.1.2. IL-35 

6.1.3. TGF-beta 
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6.1.4. Granzima B 

6.2. Inducción de células B reguladoras 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

1. Modelos de experimentación. 

1.1. Declaración de aprobación de experimentación 
animal. 

1.2. Cepas de ratones y mantenimiento. 
1.2.1. Generación y obtención de animales. 
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1.2.2. Mantenimiento de ratones en animalario. 

1.3. Modelos de lupus. 
1.3.1. Modelo espontáneo. 

1.3.2. Modelo agudo. 
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1.3.3. Generación de littermates. 

1.3.4. Administración oral de bacterias. 
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1.4. Extracción de muestras in vivo. 

1.5. Medida de la permeabilidad intestinal in vivo. 
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1.6. Sacrificio animal 
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2. Procesamiento de órganos y tejidos. 

2.1. Bazo. 

2.2. Intestino 
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2.2.1. Inmunofluorescencia. 
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2.3. Riñón. 

2.3.1. Tinción renal. 

μ
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2.3.2. Evaluación del daño renal (puntuación glomerular). 
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2.4. Procesamiento de heces y aislamiento de bacterias 
fecales. 

3. Ensayos celulares.  

3.1. Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento. 
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27F313 5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'. 
1429R314 5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3'. 

3.2. Citometría de flujo. 

3.2.1. Análisis de células inmunitarias. 
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Caracterización de células inmunitarias 

EXTRACELULAR 
Diana Fluorocromo Clon Casa comercial 
CD19 FITC/BV605 6D5 Biolegend 
B220 eF450/PE-TxRed/FITC RA3-6B2 Biolegend 
CD45 APC 30-F11 Biolegend 
TCR PerCP Cy5.5 H57-597 Biolegend 
GL7 PE GL-7 Biolegend 

CD95 PE-CF594 JO2 Biolegend 
IgD PE Cy7 11-26c Biolegend 
CD3 Pe Cy7 17ª2 Biolegend 

F4/80 PE Cy7 BM8 Biolegend 
CD138 PerCP Cy5.5 28 1-2 Biolegend 

INTRACELULAR 
IL-10 PE Cy7 JES5-16E3 Biolegend 
IgA PE F1613-XN79B Southern Biotech 
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3.2.2. Análisis de la respuesta de inmunoglobulinas en suero 
frente a bacterias fecales autólogas y B. acidifaciens. 
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Caracterización de inmunoglobulinas en superficie de bacterias 

Diana Fluorocromo Clon Casa comercial 
IgA PE 1040-09 Southern Biotech 
IgM APC 11/41 eBioscience 

IgG2c biotina 1078-08 Southern Biotech 
Estreptavidina APC 7105-11L Biolegend 

ADN bacteriano FITC SytoBC Invitrogen 
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3.2.3. Caracterización del pegado de IgA en bacterias fecales ex 
vivo. 

3.2.4. Experimento de especificidad: AUC. 
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3.3. Aislamiento de células B y cultivos in vitro. 



MATERIALES Y MÉTODOS 91 

4. ELISAs.  

4.1. ELISA para la detección de anticuerpos. 
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4.2. ELISA para la detección de inmunoglobulinas totales. 
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4.3. ELISA de bacterias fecales con sueros autólogos y 
heterólogos 



MATERIALES Y MÉTODOS 94

5. Análisis de la composición de la microbiota. 

5.1. Análisis de la composición de microbiota basado en 
citometría de flujo. 

5.1.1. Procesamiento de las muestras fecales. 
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 ODdeseada  x 1000

OD600 𝑛𝑚
= volúmen (μl) de solución bacteriana/ml

5.1.2. Tinción de bacterias y adquisición. 
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Caracterización de superficie de bacterias fecales 

Panel de Inmunoglobulinas 
Diana Fluorocromo Concentración Clon Casa comercial 

IgA Dylight650 2.5 μg/ml A90-
103D5 BETHYL 

IgG total aF488 10μg/ml A11001 Invitrogen 
Panel de lectinas 

PNA FITC 5μg/ml 29060 Biotium 

ConA APC 5μg/ml 29020-
1 

Biotium 

WGA PE 2.5 μg/ml 29076-
1 Biotium 

STL biotinilado 5μg/ml B-1165 Vector 
Laboratories/Biozol 

Estrept. PerCP 20μg/ml Bio3-
18E7 

Miltenyi Biotech 
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5.1.3. Análisis multiparamétrico a nivel de célula única de 
microbiota. 
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5.2. Identificación taxonómica. 
5.2.1. Aislamiento del ADN bacteriano y secuenciación del ARNr 

16S. 

Fwd 5'TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG3´ 

Rvs 5'GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATCC3’ 
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5.2.2.  Preprocesamiento de los datos generados por la 
secuenciación y alineamiento de OTUs. 
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5.2.3. Análisis de diversidad. 
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5.3. Medida de la translocación bacteriana. 

6. Análisis estadístico. 
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RESULTADOS 

1. Caracterización del modelo murino mediado por la 
sobreexpresión de TLR7. 

1.1. Los ratones TLR7Tg desarrollan una enfermedad 
autoinmune. 



Caracterización del modelo murino mediado por la sobreexpresión de TLR7.  106
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1.2. La sobreexpresión de TLR7 induce alteraciones 
inmunitarias y estructurales en el intestino. 

1.2.1. Los animales TLR7Tg presentan una permeabilidad 
intestinal incrementada. 



Caracterización del modelo murino mediado por la sobreexpresión de TLR7.  108

1.2.1. Caracterización de la función inmunitaria en el 
GALT. 
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Caracterización del modelo murino mediado por la sobreexpresión de TLR7.  110
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1.3. El desarrollo del lupus mediado por TLR7 induce 
disbiosis intestinal. 

 



Caracterización del modelo murino mediado por la sobreexpresión de TLR7.  112
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Caracterización del modelo murino mediado por la sobreexpresión de TLR7.  114

1.4. La disrupción de la barrera intestinal en los ratones 
TLR7Tg modula la respuesta sistémica frente a los 
comensales. 

1.4.1. La respuesta en suero de los ratones TLR7Tg es diferente 
frente a comensales autólogos y heterólogos. 
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Caracterización del modelo murino mediado por la sobreexpresión de TLR7.  116
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Caracterización del modelo murino mediado por la sobreexpresión de TLR7.  118

1.4.2. La sobreexpresión de TLR7 induce una respuesta 
sistémica contra B. acidifaciens. 
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Caracterización del modelo murino mediado por la sobreexpresión de TLR7.  120
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2. La ausencia del gen Bank1 modula la respuesta inmunitaria 
intestinal y sistémica en ratones control y con lupus. 

 



La ausencia del gen Bank1 modula la respuesta inmunitaria intestinal y sistémica 
en ratones control y con lupus.  

122
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2.1. La eliminación de Bank1 modifica la respuesta 
inmunitaria intestinal en condiciones basales 



La ausencia del gen Bank1 modula la respuesta inmunitaria intestinal y sistémica 
en ratones control y con lupus.  

124
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La ausencia del gen Bank1 modula la respuesta inmunitaria intestinal y sistémica 
en ratones control y con lupus.  

126

2.2. Los ratones deficientes para Bank1 desarrollan lupus 
con una menor severidad. 
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La ausencia del gen Bank1 modula la respuesta inmunitaria intestinal y sistémica 
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2.2.1. Caracterización de las manifestaciones sistémicas e 
intestinales 
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2.2.2. Evaluación del estado de la barrera intestinal epitelial. 
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2.3. Bank1 regula la respuesta inmunitaria celular y 
humoral en el intestino de ratones con lupus. 
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3. La señalización por Bank1 regula la cobertura de las 
bacterias fecales por IgA y la composición de la microbiota. 

3.1. Análisis de la respuesta inmunitaria IgA e IgG hacia la 
microbiota fecal 
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3.2. Análisis de la composición de la microbiota. 

3.2.1. Composición de los azúcares de superficie bacterianos 
intestinales. 
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3.2.2. Composición taxonómica de la microbiota intestinal. 
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4.1. La transferencia vertical de la microbiota asociada a 
la deficiencia de Bank1 ejerce un papel protector en 
el desarrollo del lupus. 
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4.2. La administración externa de Parabacteroides 
distasonis induce una fenocopia del cuadro de lupus 
desarrollado en ratones B1KO. 
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5. La microbiota protectora asociada a la deficiencia de Bank1 
induce la diferenciación de células B productoras de IL-10. 

5.1. Las células B intestinales de ratones Bank1-/- tienen 
una mayor capacidad de diferenciarse hacia 
potenciales células B reguladoras. 



RESULTADOS 187 

5.2. Parabacteroides distasonis actúa como un potente 
inductor de células B productoras de IL-10 in vivo. 
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6. Análisis global de la respuesta IgA, la composición de la 
microbiota y los signos de lupus.  
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