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RESUMEN

RESUMEN

El lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad autoinmune
caracterizada por una serie de alteraciones que llevan a la pérdida de la tolerancia
inmunoldgica central y periférica. Como consecuencia, se da una activacion y
diferenciacion de clones de linfocitos con reactividad hacia autoantigenos. Ademas, de
forma concomitante al escape de células B y T autorreactivas, las células del sistema
inmunitario innato presentan malfuncionamientos que contribuyen a la exposicion de
autoantigenos, la formacioén y depdsito de inmunocomplejos y, en tltima instancia, al
dafo multiorganico. Dentro de esta desregulacion, los pacientes de LES se caracterizan
por presentar una mayor tasa de activacion de TLR7 por autoantigenos de ARN y la
elevadas cantidades de IFN tipo I y II, los cuales contribuyen al cuadro de
autoinmunidad. La prevalencia mundial de esta enfermedad es de 43.7 por cada
100.000 personas, donde 9 de cada 10 pacientes son mujeres en edad fértil. A pesar de
este marcado sesgo de sexo en los pacientes, los mecanismos que llevan a la pérdida
de la modulacién de la respuesta inmunitaria en esta enfermedad son, actualmente,

desconocidos.

El LES es una enfermedad compleja donde factores genéticos y ambientales
contribuyen a su establecimiento. Entre ellos, el gen Bank1, altamente implicado en la
activacion de células B y en la transduccion de la sefial de TLR7, se ha identificado
como un gen de susceptibilidad en el desarrollo del LES. Se ha visto en modelos
murinos de lupus que su eliminacién del fondo genético induce un fenotipo mas
moderado de la enfermedad. En paralelo, la microbiota es un factor ambiental de
creciente importancia en la investigacion de enfermedades autoinmunes debido a su

alta capacidad de modulacion de la respuesta inmunitaria.
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Con el objetivo de evaluar la contribucién de la composiciéon de la microbiota
intestinal y de la sefalizacion de BANK]I, este trabajo se ha dividido en dos partes
principales. Por un lado, se llevo a cabo una caracterizacion exhaustiva de las
manifestaciones sistémicas mediadas por la sobreexpresion del receptor TLR7 (ratones
TLR7Tg) para evaluar la validez de este modelo para el estudio de lupus en ratones.
Para ello se caracterizaron los niveles de autoanticuerpos con reactividad frente al
ADNdc, el dafo renal y la esplenomegalia desarrollada por estos ratones,
encontrandose una severidad significativamente mayor que en sus controles sin lupus
(WT). Beneficiandonos de este modelo, se amplié el conocimiento disponible en la
literatura y se caracterizaron las alteraciones intestinales inducidas como consecuencia
de la activacion excesiva de TLR7 en estos ratones. Se pudo asi comprobar que el
establecimiento de autoinmunidad a nivel sistémico inducia a nivel intestinal una
marcada activacion inmunitaria en los centros germinales de las Placas de Peyer, junto
con un incremento en la permeabilidad intestinal mediado por cambios en el patrén
de expresion y localizacion de las proteinas claudina-1 y ocludina. Junto con estas
modificaciones se dio también en el intestino de ratones TLR7Tg una alteracion de la
respuesta de células B productoras de IgA y cambios en la composicion de la
microbiota que, de forma conjunta, permitieron la sobrecolonizaciéon de Bacteroides
acidifaciens. Esta bacteria, ademds, presentd reactividad cruzada con los

autoanticuerpos especificos del ADNdc.

La segunda parte de este trabajo se basé en la evaluacion de la contribucion del
gen Bank] ala severidad de las manifestaciones inducidas por la activacion de TLR7.
Gracias al uso del modelo descrito en la primera parte y el modelo agudo de
administracion del agonista de TLR7 IMQ, se pudo comprobar que en ausencia de este
gen, la sobreactivacion de TLR7 induce menores grados de esplenomegalia, dafio
renal, autoanticuerpos anti-ADNdc y una menor permeabilidad intestinal, con un

patron de localizacion de claudina-1 similar al encontrado en ratones sanos. Ademas,
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la eliminacion de este gen indujo una modificacién de la composicion de la microbiota
intestinal, permitiendo la colonizacién diferencial de Parabacteroides distasonis. El
efecto de esta bacteria se evalué mediante su transferencia al intestino de ratones WT
con lupus usando dos modelos independientes. Los resultados conjuntos de ambos
mostraron que los ratones WT que poseian P. distasonis como parte de su microbiota
intestinal presentaban, de forma conjunta, una menor gravedad en las manifestaciones
de la estimulacion de TLR7, presentaindose como una fenocopia de los ratones

deficientes para Bank]1.

Por ultimo, en este trabajo se ha propuesto como mecanismo de actuacion de P
distasonis una mayor capacidad de induccién del fenotipo B regulador en las células B
intestinales. Estas células modulan la respuesta inmunitaria disminuyendo la actividad
de células T efectoras e inhibiendo la sintesis de citoquinas proinflamatorias, siendo

asi potenciales mediadores claves en el manejo de las respuestas autoinmunes.

De forma global, este estudio proporciona una explicacién plausible para la
influencia del fondo genético en el fenotipo observado en este modelo murino de
lupus. El desarrollo de los procesos de autoinmunidad en humanos incluye numerosos
factores de variabilidad que dificultan la extrapolacion de este tipo de asociacion a la
clinica, pero este podria ser el primer paso en el desarrollo de nuevas terapias basadas
en la modulaciéon de la microbiota como enfoque complementario a las terapias

bioldgicas.
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ABSTRACT

Systemic lupus erythematosus (SLE) is an autoimmune disease characterized by a
series of alterations that lead to central and peripheral immune tolerance loss.
Consequently, phenomenon of activation and differentiation of lymphocytic clones
with reactivity towards self-antigens can be found in SLE patients. Concomitantly to
the escape of autoreactive B and T cells, other cellular subsets from the immune system
exhibit malfunctions that contribute to self-antigen exposure, immunocomplex
formation and deposition, and, ultimately, multiorgan damage. Within this
dysregulation, SLE patients are characterized for presenting a higher activation rate of
TLR7 by ARN autoantigens and high levels of type I and II IFN, which contribute to
the autoimmune phenotype. The global prevalence of this disease is 43.7 per 100.000
people, where 9 out of 10 patients are women of reproductive age. Despite this marked
sex bias in patients, the mechanisms leading to the loss of immune response

modulation in this disease are currently unknown.

S LE is a complex disease in which genetic and environmental factors interplay and
contribute to its establishment. Among them, the BankI gene, which is highly involved
in B cells activation and in TLR7 signal transduction, has been identified as a
susceptibility gene in SLE development. In lupus murine models, it has been observed
that Bankl deletion from the genetic background induces a less severe disease
phenotype. Besides that, microbiota is an environmental factor of increasing
importance in the research of autoimmune diseases due to its high modulation

capacity of the immune response.
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Aiming to evaluate the contribution of gut microbiota composition and BANK1
signaling, this work has been divided into two main parts. Initially, a comprehensive
characterization of systemic manifestations mediated by TLR7 receptor
overexpression (TLR7Tg mice) was carried out to assess the viability of this murine
model for the study of SLE. For this purpose, levels of autoantibodies with reactivity
to double-stranded DNA were characterized, as well as renal damage and
splenomegaly developed by these mice, finding a significantly greater severity than the
observed in control mice without lupus (WT). Benefiting from this model, we
extended previous knowledge and characterized gut alterations induced as
consequence of the excessive activation of TLR7 in these mice. It was thus confirmed
that establishment of autoimmunity at systemic level induced a marked immune
activation in the germinal centers of Peyer’s patches at gut level, along with an increase
in the gut permeability, mediated by changes in the expression patterns and
localization of claudin-1 and occludin proteins. Simultaneously, TLR7Tg mice
presented an alteration in the IgA-producing B cell gut response and changes in the
microbiota composition, which allowed over colonization of Bacteroides acidifaciens.
This taxon also presented cross-reactivity to double-stranded DNA specific

autoantibodies.

The second half of this work was focused on the evaluation of Bankl gene
contribution to the severity of the manifestations induced by TLR7 activation. For that,
we used the model described in the first section of this work, and the acute model
induced by TLR7 agonist (or IMQ) administration. The usage of both models proved
that, in absence of BankI, TLR7 overactivation induces lower degree of splenomegaly,
renal damage, anti-dsDNA autoantibodies and lower gut permeability, with a claudin-
1 localization pattern similar to that found in healthy mice. Besides, elimination of this
gene induced a modification of the gut microbiota composition, allowing differential

colonization of Parabacteroides distasonis. The effect of this bacteria was evaluated by
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its transferring into the gut of WT lupus mice, using two independent models. The
combined results showed that WT mice that presented P. distasonis as part of their gut
microbiota presented, collectively, reduced severity in the manifestations of TLR7

stimulation, presenting as a phenocopy of Bank1-deficient mice.

Finally, in this work it has been proposed that P. distasonis action mechanism
involves an increase in the induction of the B regulatory phenotype in intestinal B cells.
Theis cellular subset modulates the immune response decreasing the activity of effector
T cells and inhibiting the synthesis of proinflammatory cytokines, thus being potential

key mediators in the management of autoimmune responses.

Overall, this study provides a plausible explanation for the influence of the genetic
background on the observed phenotype in this murine model of lupus. The
development of autoimmune diseases in humans includes numerous variability factors
that hamper the extrapolation of this type of associations to the clinic, but this could
be the first step in the development of new therapies based on microbiota modulation

as a complementary approach to biological therapies.












ABREVIATURAS

ABREVIATURAS

ABC Células B asociadas al envejecimiento ( Age-associated B cells)

ADN Acido desoxirribonucleiuco

ADNdc ADN de doble cadena

Akt Quinasa de serina/treonina

ANA Anticuerpos antinucleares (Antinuclear antibodies)

ANCOM Analisis de composicion de microbiomas

ANDcd ADN de cadena simple

ARN Acido ribonucleico

ARNcd ARN de doble cadena

ARNCcs ARN de cadena simple

ARNm ARN mensajero

ARNr ARN ribosomal

AUC Area bajo la curva (Area under the curve)

BAFF Factor activador de células B (B-cell activating factor)
Proteina de andamiaje con repeticiones de ankirina tipo 1 (B

BANKI cell scaffold protein with ankyrin repeats 1)

BCR Receptor de célula B (B cell receptor)

BLK Quinasa de linfocito B (B lymphocyte kinase)

Breg Células B reguladoras

BSA Seroalbiimina bovina (Bovine seroalbumin)

CD(s) Célula(s) dendritica(s)

CDc Células dendriicas convencionales

CDp Células dendriticas plasmocitoides

CGs Centro(s) germinal(es)

ConA Concanavalina A

CPA Célula presentadora de antigenos

EDTA Acido etilendiaminotetraacético

FcyR Receptor de la fraccion constante y

FITC Isotiocianato de fluoresceina
Tejido linfoide asociado al intestino (Gut-associated

GALT

lymphopid tissue)
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ABREVIATURAS
GF Ratones estériles (germ free)
GZMB Granzima B
Enferemdad inflamatoria intestinal (Inflammatory Bowel
IBD ,
Disease)
ICs Inmunocomplejo(s)
ICX Inactivacién del cromosoma X
IFN-I Inteferén de tipo 1
IFN-II Interferdn de tipo Il
ILFs Foliculos linfoides aislados (/solated lymphoid follicles)
1P3 Inositol 1,4,5-trifosfato
IRE Factores reguladores de la respuesta al IFN (/nterferon
regulatory factors)
1SG Genes caracteristicos de la firma del IFN (/nterferon signature
genes)
KO eliminacion de un gen (knock out)
analisis de discriminacidn lineal con tamario de efecto (Linear
LEfSe L . .
discriminant analysiss effect size)
LES Lupus eritematoso sistémico
LPS Lipopolisacardido
Patrones moleculares asociados a microorganismos
MAMPs . . ,
(Microorganism-associated molecular patterns)
MEL Intensidad media de fluorescencia (Mean fluorescence
intensity)
Complejo principal de histocompatibilidad (Major
MHC , I
histocompatibility complex)
mLN Ganglios linfaticos mesentéricos (mesenteric lymph nodes)
Trampas extracelulares de neutrofilos (Neuthophil
NET
extracellular traps)
NZB New Zealand Black
NZM New Zealand Mixed
NZW New Zealand White
Unidades taxonémicas operacionales (operational taxonomic
OTUs .
units)
PAS Acido peryédico-Schiff (Periodic acid Schiff)
pb pares de bases
PBL Linfocitos de sangre periférica (Peripheral blood lymphocytes)




ABREVIATURAS

Células mononucleares de sangre periférica (Peripehral blood

PBMCs mononuclear cells)
Analisis por componente princiapl (Principal component
PCA ,
analysis)
Ligando de muerte programada 1 (Programmed death-ligand
PDL1 1)
Analisis multivariado de permutaciones (Permutational
PERMANOVA multivariate analysis of variance)
PFA Paraformaldehido
PLCg2 Fosfolipasasa C gamma 2 (Phospholipase C gamma 2)
PMA Formol-12-miristato-13-acetato
PNA Aglutinina de cacahuete ( Peanut agglutinin)
PPs Placa(s) de Peyer
SCFAs Acido(s) graso(s) de cadena corta (Short chain fatty acids)
Bacterias segmentadas filamentosas (Segmented filamentous
SFB bacteria)
Lamina propia del intestino delgado (Small intestine lamina
SILP propria)
Mapa de organizacion de poblaciones no supervisado (self-
SOM organizing map)
Condiciones libres de patogenos especificos (Specific
SPE pathogen free)
STL Lectina de solanum tuberosum (solanum tuberosum lectin).
Treg Célula T reguladora
TCR Receptor de célula T (T cell receptor)
Tth T colaboradora folicular (T follicular helper)
Th T colaboradora (T helper)
TJ Uniones estrechas intercelulares (Tight junctions)
TLR Receptor de tipo Toll (Toll-like receptor)
UFC Unidades formadoras de colonias
WGA aglutinina de germen de trigo ( Wheat germ agglutinin)
WGS Secuenciacion metagendmica (Whole genome sequencing)
WT Ratones no modificados genéticamente (wild type)
Y. Acelerador de autoinmunidad ligado al cromosoma’Y (Y-linked
aa

autoimmune accelerator)
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1. LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO

Las enfermedades autoinmunes son procesos patoldgicos caracterizados por la
activacion del sistema inmunitario frente a componentes celulares presentes de forma
ubicua en individuos sanos. Dentro de ellas, el lupus eritematoso sistémico (LES), es
una enfermedad caracterizada por una pérdida de la tolerancia inmunitaria central y
periférica. En la regulacion de la respuesta inmunitaria, la tolerancia ejerce un papel
fundamental al controlar la eliminacién de las células T y B capaces de reconocer
moléculas propias mediante procesos de seleccion negativa. El escape de linfocitos
autorreactivos de estos puntos de control lleva a su activacion y proliferacion y, en el

caso de las células B, a la secrecion de autoanticuerpos .

El LES es una enfermedad altamente heterogénea, en gran parte debido a la falta
de criterios diagndsticos especificos®. De forma clasica, el diagndstico se ha basado en
criterios inmunoldgicos definidos a partir de observaciones clinicas, los cuales, aunque
utiles, presentan limitaciones muy notables’. Los criterios diagnosticos definidos por
la European League Against Rheumatism (EULAR) y el American College of
Rheumatology (ACR) en 2019 han permitido una clasificacién mas temprana y precisa
del LES al incluir como criterio diagnostico la especificidad de los autoanticuerpos
séricos®. No obstante, no se dispone ain de tratamientos o firmacos capaces de evitar

la progresion de los casos tempranos hacia formas graves de la enfermedad.

Esta enfermedad se manifiesta en ciclos de remision y recaida (periodos también
conocidos como brotes), y presenta un sesgo de sexo muy marcado, donde 9 de cada
10 pacientes son mujeres en edad fértil. Ademas de una mayor incidencia, las pacientes

de sexo femenino tienen brotes mas frecuentes y, en general, una peor prognosis,

13
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siendo el LES una de las causas mas comunes de muerte en mujeres jovenes

independientemente de su ascendencia, etnia o cultura’.

1.1.

En los pacientes de LES se han descrito una alta variedad de alteraciones en la
respuesta inmunitaria, incluyendo una sefalizacion aberrante de los receptores de
células By T (BCRy TCR, respectivamente, del inglés B cell receptor y T cell receptor),
produccidon excesiva de citoquinas proinflamatorias y malfuncionamiento de la

sefalizacion por receptores de tipo Toll (TLRs, del inglés Toll-like receptors)™.

Dentro de estas alteraciones, las mas extendidas entre las células inmunitarias son
la sefalizacion anémala de TLR7 y la secrecion exacerbada de interferén de tipo Iy II
(IFN-I, IFN-II). Esta prevalencia se debe a la ubicua expresion del receptor TLR7 y la
capacidad de producir IFN-I e IFN-I por la gran mayoria de las células del sistema

inmunitario, tanto innato como adaptativo.

TLR7 es un receptor constitutivo de células del sistema inmunitario innato y
adaptativo altamente implicado en la respuesta frente a virus. Su activacion esta
mediada por el reconocimiento de acido ribonucleico (ARN) de cadena simple
(ARNcs)" e induce, aguas abajo, una sefializacion por Myd88 y la familia de quinasas
MAPK que lleva a la translocacion del factor de transcriprciéon NK-kB al ntcleo. De
forma conjunta, esta sefializacién aumenta la secrecion de citoquinas proinflamatorias,

mayormente las pertenecientes a la superfamilia del IFN-I'%.

En el LES, la senalizacion por TLR7 se encuentra incrementada debido a varios
factores. Por un lado, se ha visto en algunas cohortes que los pacientes de LES
presentan en sus endosomas una mayor expresion de TLR7". Este hecho aumenta la
susceptibilidad de interacciéon con ARNcs de células propias, contribuyendo a la

patogénesis de la enfermedad.
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El otro rasgo caracteristico de esta enfermedad es la produccion de cantidades muy
elevadas de IFN-I e IFN-II en comparacién con individuos sanos". Aunque ambos
grupos de citoquina son cruciales en la mediacién de una respuesta proinflamatoria,
trabajos recientes han resaltado la importancia del IFN-y, perteneciente al IFN-II, en
la induccién de la expresion de TLR7 en multiples poblaciones inmunitarias,

retroalimentando asi este mecanismo de autoinmunidad'®'.

A pesar de que el LES se caracteriza por otras muchas alteraciones en las vias de
sefnalizacion y transduccion celular inmunitaria, la sobreactivacion de la respuesta del
IFN y TLR7 son los principales responsables del ambiente proinflamatorio y el

fenotipo exhausto observado en los pacientes'”.

A continuacion, se detallan los fenotipos encontrados en las células mediadoras de
la respuesta inmunitaria innata y adaptativa que, de forma sinérgica, contribuyen a los

mecanismos subyacentes del LES.

1.1.1.

La sefnalizacién andmala por TLRs y las altas concentraciones de IFN que
caracterizan esta patologia inducen en las células del sistema inmunitario innato un
estado que favorece la pérdida de la tolerancia inmunoldgica a nivel central y
periférico, asi como la amplificaciéon de la inflamacién y el dafio tisular’®. Las
poblaciones mas afectadas en el sistema inmunitario innato de pacientes de LES son

las células dendriticas, macréfagos y neutrofilos.

1.1.1.1.

Las células dendriticas (CD) son las principales células presentadoras de antigenos
(CPAs) y juegan un papel clave en el LES al actuar de nexo entre la inmunidad innata

y la adaptativa'.

15
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El efecto proinflamatorio de esta subpoblacion estd mayormente mediado por la
produccidn excesiva de IFN-I e IFN-II, principalmente por las células dendriticas
plasmocitoides (CDp) y convencionales (CDc), en respuesta a la estimulacion de TLR7
y TLR9 por ARN vy 4cido desoxirribonucleico (ADN), respectivamente. La secrecion
de IFN-y promueve la diferenciacion de células B hacia plasmablastos de vida corta
productores autoanticuerpos contra el ADN de doble cadena (ADNdc)"" y el
reclutamiento de células inflamatorias y autorreactivas®. En los pacientes de LES,
ademas, la elevada concentracion de autoanticuerpos IgG estimula y la interaccion con
su receptor de la fraccion constante (FcyR) induce en las CDc un estado de
hiperactivacion y elevada capacidad de migracion hacia los ganglios linfaticos, donde

incrementan la activacion de células T y B*'%,

1.1.1.2.

Los pacientes de LES presentan alteraciones en el estado de activacion de los
monocitos circulantes y macréfagos residentes en tejidos*. Estas anomalias se han
relacionado con la fisiopatologia del LES al observar que la deplecion de monocitos y

macroéfagos atentia las manifestaciones del LES en la piel y el rindn®.

Dentro de las desregulaciones caracteristicas de los macrofagos de pacientes de
LES se encuentran la reduccion de la capacidad de fagocitosis® y la alteracion del ratio
de polarizaciéon hacia macréfagos M1 sobre M2¥. Ademds, los altos niveles de IFN-I e
IEN-IT circulantes incrementan la capacidad de adhesion y acumulaciéon de los
macréfagos en los tejidos afectados por el dep6sito de inmunocomplejos (ICs)***, un
fendmeno que se ha propuesto como promotor de fibrosis y proliferacién celular

glomerular®.

Conjuntamente, estas alteraciones, llevan a una acumulaciéon de células
apoptoticas que no se eliminan y, por tanto, contribuyen a la exposicion de

autoantigenos*' y formacion de ICs.
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1.1.1.8.

En el contexto del lupus, se ha visto que los neutrdfilos presentan una mayor
capacidad de agregacion, menor capacidad fagocitica y una mayor muerte celular que
cursa con apoptosis defectiva y necrosis>**. Ademas, estas células se caracterizan por
tener una elevada tasa de formacion de trampas extracelulares de neutréfilos (NETs,
por sus siglas en inglés, Neutrophil extracellular traps), con alto contenido en
autoantigenos nucleares que inducen la formaciéon de ICs*™. Las NETs inducen la
activacion de células plasmaticas autorreactivas y promueven en las CDp la secrecion
de IFN-I*, lo cual retroalimenta la activacion y muerte de neutrdfilos e incrementa asi
la formacion de otras NETs. Estos fendmenos generan, de forma conjunta, un ciclo

proinflamatorio que contribuye al proceso de autoinmunidad™.

1.1.2.

El signo clésico dentro de las desregulaciones del sistema inmunitario adaptativo
en el LES es la produccién de autoanticuerpos antinucleares (ANA, del inglés Anti-
nuclear autoantibodies). Sin embargo, esta no es la tnica alteracion descrita en la
fisiopatologia de respuesta adaptativa. A continuacion, se detallan las irregularidades

presentes en células By T.

1.1.2.1.

Durante el desarrollo de las células B, los precursores celulares no activados
(denominados naive) de esta poblaciéon son sometidos a procesos de eliminacion
clonal, edicion del receptor e inducciéon de un estado de anergia para asegurar que solo
las células con reactividad hacia lo potencialmente peligroso llegan a completar su
proceso de maduracion®. Este proceso no es infalible, y se ha visto que un porcentaje
infimo de células B maduras es capaz de reconocer autoantigenos en individuos

sanos”. En el LES, estos procesos fallan de forma notable, por lo que los pacientes se

17
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caracterizan por tener en circulacion clones de células B capaces de activarse frente a

autoantigenos y altas concentraciones de ANAs.

Aunque los autoanticuerpos son un signo caracteristico del LES, desde hace
décadas ha sido dificil identificar las rutas celulares responsables de la activacion y
diferenciacion de células plasmaticas patogénicas que los producen en humanos. En
homeostasis, el primer paso para el inicio de una respuesta inmunitaria adaptativa es
la generacion de plasmablastos de vida corta y baja afinidad por via extrafolicular
(respuesta T-independiente). Seguidamente, estas células pueden entrar en los centros
germinales (CG), donde realizan interacciones iterativas con células T CD4" con
especificidad por el mismo antigeno que inducen una maduraciéon de afinidad
(respuesta T-dependiente). Completado este paso, las células seleccionadas
positivamente entran en circulacion sistémica y migran hasta los nichos de
supervivencia, donde se establecen como células plasmaticas de vida larga al perder la
expresion de B220%. En este proceso, la observacion de que un gran porcentaje de los
clones productores de ANAs presentan hipermutacién somatica sugiere que tienen
origen mayor, aunque no exclusivamente, de forma T-dependiente®. Esta afirmacién
se sustenta en el hecho de que la patologia del LES exhibe una alta tasa de formacion
espontdnea de CG* mediada por IFN-y* en humanos y en modelos de ratén. Sin
embargo, estudios en ratones con sobreexpresion transgénica del factor activador de
células B (BAFE del inglés B-cell activating factor)** y en el modelo de lupus MRL/lpr*
han demostrado fenémenos de activacion e hipermutacion somatica de células

plasmaticas autorreactivas en localizaciones extrafoliculares.

En paralelo, la gran mayoria de autoanticuerpos presentes en el LES reconocen
autoantigenos nucleares, incluyendo moléculas de ADN, ARN e histonas. Debido a
que los TLRs presentan una sefnalizacion anémala en los pacientes y sus dianas son,

precisamente, estos epitopos nucleares, dichos receptores surgen como potenciales



INTRODUCCION

instigadores de la respuesta autoinmune. Ademas, la activacion combinada del BCRy
los TLRs induce una robusta activacién de la célula B*. Como consecuencia, se ha
propuesto que la senalizacion combinada a través del BCR ylos TLRs puede promover
la pérdida de tolerancia en las células B y resultar en la formacion de ICs circulantes
que a su vez estimulan a otras lineas celulares a producir y secretar citoquinas

proinflamatorias®.

Ademas de su papel en la produccién de anticuerpos, las células B tienen la
capacidad de actuar como CPAs por medio de los complejos principales de
histocompatibilidad (MHC, del inglés major histocompatibility complex) de tipo Iy II.
Mediante esta via, las células B pueden presentar péptidos de baja afinidad o
resultantes del metabolismo proteico a las células T, induciendo asi su activacion®. En
el modelo murino de lupus MRL/lpr se ha visto que la nefritis intersticial y la actividad
de células T es dependiente de la presencia de células B e independiente de la sintesis
de autoanticuerpos, resaltando la importancia de la presentacion de antigenos por las

células B+,

Por otra parte, las células B de los pacientes de LES no solo muestran alteraciones
funcionales, sino que presentan también un desequilibrio en su desarrollo. Los
estudios sobre la genética de la enfermedad han demostrado que los alelos de riesgo
inducen una menor sefalizacién del BCR y CD40, asi como alteraciones en la funcién
de la enzima Akt (quinasa de serina/treonina) en la sefalizacién celular que

49,49

promueven la expansion de células B memoria®®. En pacientes de LES y en la
poblacion sana que presenta autoanticuerpos nucleares se ha descrito una correlacién
entre los niveles de células B memoria y la concentraciéon de ANAs™, sugiriendo un

posible vinculo patogénico.
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En conclusidn, se ha hecho evidente que las células B juegan un papel central y
multifacético en el desarrollo del LES, con diferentes funciones mds alld de la

produccién de autoanticuerpos.

1.1.2.2.

El patréon de desregulaciones que se observan en las células T en el LES implica
alteraciones en numero y funcionalidad y lleva, por via directa o indirecta a la

secrecion exacerbada de IL-17 y menor frecuencia de T reguladoras (Treg)*.

En el contexto del LES, las células T CD4* o T colaboradores (Th, del inglés T
helper) foliculares (Tth, del inglés T follicular helper) son determinantes en el
mantenimiento de los CG en los drganos linfoides secundarios, y su presencia en
sangre correlaciona de forma directa con la gravedad de la enfermedad en pacientes y
en modelos murinos de lupus®*%. Ademas, las células Tth, junto con las células Th
productoras de IL-17 (Thl7), son las mediadoras clave de la respuesta de
autoanticuerpos T-dependiente. La acumulaciéon de ambas subpoblaciones Th en
rifones y piel contribuyen notablemente al dafio orgdnico™ . En los pacientes de LES
se ha observado un incremento de IL-17 y una concomitante disminucién de IL-2 y
TGF-f, ambas esenciales para la correcta activacion y proliferaciéon de las células
Tregs®, lo cual se traduce en un incremento del equilibrio Th17/Tregs. Como
resultado, las células Tregs se encuentran en menor numero y con un estado deficiente

de activacidn.

La subpoblacion de células T CD8", por su parte, presenta una capacidad citolitica
reducida en el LES*, que tiene como consecuencia una mayor tasa de infecciones en

los pacientes.

De forma global, las alteraciones caracterizadas en los compartimentos
inmunoldgicos innato y adaptativo durante el LES indican que la patologia del lupus

ocurre en tres etapas: 1) las células B autorreactivas escapan de los procesos de
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tolerancia mediante multiples mecanismos y son activadas por células T CD4*, para
después diferenciarse y secretar autoanticuerpos; 2) la acumulacion de autoantigenos
por formar parte de ICs o por estar atrapados en NETs, lleva a su sobreexposicion, la
cual induce la activacion de células mieloides, dendriticas y de linfocitos B y T en
ultima instancia; 3) la respuesta inmunitaria sostenida induce dafo tisular y organico
por deposicion de ICs y la infiltracion de células inmunitarias, que refuerzan y

perpetian la actividad inmunitaria® (Fig 1).

1.2.

A pesar de la gran heterogeneidad que se puede encontrar entre las
manifestaciones clinicas en los pacientes de lupus, las afecciones mas comunes
incluyen lesiones renales, circulatorias (manifestadas como trombocitopenia y
anemia), pulmonares (serositis), musculoesqueletales (artritis) y cutdneas (erupcién

malar)® (Fig. 2).

En el caso de los pacientes pediatricos, la enfermedad presenta un fenotipo mucho
mas severo, con mayor incidencia de complicaciones renales, cutdneas vy
neuropsiquidtricas®™. En la poblacién global diagnosticada con lupus, la localizacién y
gravedad de las lesiones depende de factores genéticos y ambientales; sin embargo, la
contribuciéon genética parece ser mucho mas marcada en el LES pediatrico en
comparacion con los pacientes adultos, lo que indica que, a edades tempranas, los

genes de susceptibilidad tienen un papel mas preponderante®.

Desde su descubrimiento en el ano 400 a.C, las manifestaciones cutdneas del LES
han sido uno de los rasgos mas distintivos en la clasificacion de la enfermedad. De esta
forma, Hipocrates se refirio al LES por primera vez como ‘herpes esthiomenos’ o

‘dermatosis corrosiva™®.
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1. Las células B autorreactivas escapan la tolerancia central y sufren procesos
de activacion y diferenciacion.

Organos linfoides Organos linfoides Resto de 6rganos
primarios secundarios afectados
»=Autoantigeno C_T_lfllf‘la ‘
) 4 \ &
....... J‘ =z
—_— QY _— \
A B \=
célula B CD40  CD40 Célula
— R(te.ce’pt.o r madura plasmatica
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autoanticuerpos

2. Formacion y acumulacion de inmnocomplejos por la alta formacion de netosis
y la baja capacidad fagocitica de células innatas.
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por la alta muerte dendriticas con capacidad de inmunocomplejos
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3. Dafio tisular y orgdnico causado por el depésito de inmunocomplejos e
infiltracion de células inmunitarias.
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Figura 1. Propuesta de mecanismo del LES postulado en base a los conocimientos

disponibles sobre las desregulaciones inmunolégicas. Figura realizada con Biorender.
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Figura 2. Manifestaciones mas comunes entre los pacientes de LES. Figura realizada
con Biorender.

Estas lesiones estan mediadas por una alta migracion de linfocitos Ty, en menor
medida, B a las capas de la dermis y la epidermis, donde se activan y estimulan la
respuesta de autoanticuerpos. Ademas, las CDc y CDp de la zona son atraidas y

secretan elevadas cantidades de IFN-I e IL-6, amplificando asi inflamacién®'.

En segundo lugar, la nefritis constituye una de las complicaciones mas frecuentes
del LES que da a los pacientes una peor prognosis y dificulta el manejo farmacolégico
de la enfermedad®. En los casos mas avanzados, esta manifestacion presenta una alta
infiltracion en el tejido renal de células NK, linfocitos T CD8", plasmablastos y células
B asociadas al envejecimiento (ABCs, de sus siglas en inglés Age-associated B cells),
todo ello mediado por una alta expresion de los receptores de quimiocinas CXCR4 y

CX3CRI1, En este contexto, el depdsito de inmunocomplejos en el rifndén induce, por
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un lado, la migracion de macroéfagos y células dendriticas que, lejos fagocitar y eliminar
dichos IC, incrementan la presentacion antigénica a células B autorreactivas y

retroalimentan la inflamacién local®>®.

Dentro de la sintomatologia del LES se incluyen también las afecciones
relacionadas con el intestino delgado y grueso. Los pacientes experimentan hinchazon,
diarrea, nauseas, vomitos y pérdida del apetito, todo ello con cambios en la
composicion de la microbiota intestinal. Estos cuadros son, por lo general,
manifestaciones de afecciones mas graves entre las que se incluyen vasculitis
mesentérica, enteropatia por pérdida de proteinas o pseudobstruccién intestinal®.
Dada la importancia de la respuesta inmunitaria intestinal en este trabajo, este

apartado se trata en mayor detalle en los puntos 4 y 5.

1.3.

El LES es una enfermedad que carece, hasta el momento, de cura. Los farmacos
destinados al manejo del lupus han crecido significativamente en los ultimos afios,
ofreciendo a los pacientes opciones mas efectivas En la actualidad, son tratados con
farmacos destinados al manejo de la sintomatologia y/o con terapias mas avanzadas
que pretenden modular la respuesta inmunitaria®. Sin embargo, existe un alto

porcentaje de pacientes para los cuales las terapias actuales son ineficientes.

Tradicionalmente, el manejo del LES se ha basado en antiinflamatorios no
esteroideos (AINES), corticoides, hidroxicloroquina e inmunosupresores entre los que

-7l Todos ellos han

destacan la azatioprina, el metotrexato y la ciclofosfamida
mostrado de forma clasica un buen control de los brotes y gran eficacia en
manifestaciones graves de la enfermedad, pero a su vez, aumentan la susceptibilidad a
infecciones, hipertension y toxicidad a largo plazo, siendo por ello inadecuados para

un uso cronico. Aunque siguen siendo importantes en la actualidad, el enfoque ha

evolucionado hacia terapias mas precisas.
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El anticuerpo monoclonal Belimumab, aprobado en 20117 y dirigido hacia BAFE,
marco un hito al ser el primer tratamiento bioldgico especifico para LES. El uso de este
farmaco sentd un precedente para que otros anticuerpos monoclonales se
administraran a pacientes de LES, como son el Rituximab”, o el Inebilizumab”, ambos
dirigidos al bloqueo de células efectoras”™ y recomendados especialmente en casos de
pacientes con enfermedad resistente y alta actividad de autoanticuerpos. Estos
tratamientos, aunque efectivos en frenar la progresion de la enfermedad, rara vez
inducen remisiéon’, ya que también pueden inhibir rutas implicadas en el

mantenimiento de la tolerancia, esenciales en la contencion parcial de la enfermedad.

En los tltimos 5 afos, los avances en estos tratamientos se han centrado en disefiar
mecanismos mas precisos enfocados en subpoblaciones diana mas especificas, como
son la inhibicion de la senalizacion de CD40, o el bloqueo de la quinasa de Janus 1
(Jakl) y la tirosina-quinasa 2 (Tyk2)”, permitiendo asi una mayor refinacién en el
manejo del lupus. Entre estos destacan Anifrolumab, que bloquea la senalizacion del
IFN de tipo I mediante la unién a su receptor’”®, y Voclosporina, especialmente
indicado en pacientes de nefritis lipica por su eficiencia en el bloqueo de células T

mediante la inhibicién de la calcineurina*.

Uno de los retos terapéuticos mas notables en la actualidad son las células

plasmdticas autorreactivas de vida larga®-®

. La remanencia de estas células en sangre
periférica tras la finalizacion de un tratamiento se asocia con una mayor gravedad en
las recaidas subsecuentes, especialmente en lo que respecta a las manifestaciones
renales®. Con el objetivo de enfrentar esta y otras limitaciones de las terapias actuales
surgen nuevas formas de inmunoterapia, entre las que destacan el uso de células T con

receptor antigénico quimérico (CAR, del inglés Chimeric antigen receptor) dirigido

hacia CD19, la suplementacion con IL-2, la administracién de células mieloides o la
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implementacién de nanoparticulas recubiertas de citoquinas para la induccion de

células Tregs®*.

2. MODELOS ANIMALES

El estudio de los mecanismos fisiopatoldgicos de la etiologia del LES es complejo
debido ala alta heterogeneidad en las manifestaciones y a la compleja combinacion de

factores que influyen en su predisposicién®.

Desde finales del siglo XX, el uso de modelos de experimentacién ha sido una
herramienta importante en la investigacion del LES*”*. Gracias a ellos se han realizado
numerosos avances en el entendimiento de la patogénesis de la respuesta autoinmune

y en la evaluacion de la eficacia y toxicidad de diferentes agentes terapéuticos.

Los modelos murinos de lupus se caracterizan por desarrollar, ya sea por una
alteracidon genética o inducido por algiin agente externo, un fenotipo que recapitula los
sintomas de la enfermedad en los pacientes, incluyendo una desregulacion de los
linfocitos T y B, la elevada producciéon de autoanticuerpos y citoquinas

proinflamatorias, asi como el dafio orgdnico generalizado®.

Los modelos murinos de LES se clasifican en modelos espontaneos, inducidos y

humanizados, siendo los dos primeros los mas ampliamente utilizados (Tabla 1).

2.1.

Los modelos espontaneos se definen como un conjunto de cepas mantenidas de
forma endogamica a las cuales se les ha hecho, al menos, una modificacién genética
que induce el desarrollo de una enfermedad inflamatoria y autoinmunitaria sistémica.
Como consecuencia, desarrollan de forma espontanea y progresiva sintomas como

nefritis y la produccion de autoanticuerpos nucleares.
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2.1.1.

Algunos de los mas importantes son las cepas New Zealand Black (NZB)*°, New
Zealand White (NZW)®! y los retrocruces de ambas, creando las lineas NZB/W F1** y
New Zealand mixed (NZM) *. Descritas originalmente en 1953, el uso de estos fondos
genéticos supuso la primera asociacion de un modelo de experimentaciéon con los

sintomas del LES en humanos.

Uno de los mayores avances conseguidos con estos modelos es la identificacion de
las tres regiones génicas de susceptibilidad a lupus Slel, Sle2 y Sle3, localizadas en los
cromosomas 1, 4 y 7, respectivamente. Estos loci han sido claves en la identificacion
de la contribucion genética durante el desarrollo del LES*. La presencia de alelos de
riesgo en el locus Slel en el fondo genético B6 es capaz de inducir esplenomegalia leve,
incremento en la activacion de células By T y la produccion de una gran cantidad de
ANAs, pero sin llegar a causar glomerulonefritis®. Las variantes genéticas asociadas
al LES localizadas en el locus Sle2 disminuyen el umbral de activacion de las células B
pero no manifiestan afeccion renal. Por dltimo, las mutaciones en el locus Sle3 generan
una activacion de la respuesta linfoide mediada por hiperactivacion de TLRs que afecta
a todos las subpoblaciones y es un potente inductor de glomerulonefritis***”. De los
tres, las alteraciones en los genes del locus Slel son las més determinantes a la hora de

inducir un cuadro de autoinmunidad severo en presencia de otros alelos de riesgo.

2.1.2.

Este modelo surge con el cruce de 4 cepas donde la endogamia sostenida indujo la
aparicion de una mutacion espontanea que alterd la expresion del gen Fas, el cual

controla a su vez la muerte celular y se encarga de mantener bajo control el nimero de

98,99

linfocitos en sangre””. Como consecuencia, los ratones desarrollan sindrome

linfoproliferativo, sintoma que da nombre al modelo, lpr, y un cuadro clinico con altos

titulos de autoanticuerpos e inmunocomplejos'**'?'.
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Tabla 1. Descripcién de los modelos murinos de lupus espontaneos e inducidos con

uso mas extendido en la investigacion del LES. Contenido adaptado de Chen J. et al®. Citogs:
alteraciones relativas a la sintesis de citoquinas.

Manifestaciones Vida media

Modelo . .
organicas (mes)

Linfoadenopatia
NZwW/B Esplenomegalia 10-12
Glomerulonefritis

Hiper-y-globulinemia
Glomerulonefritis

MRL/lpr Esplenomegalia °

2z

ESPONTANEQOS

Hiper-y-globulinemia
Hiperplasia de 6rganos
linfoides secundarios
Monocitosis

BXSB/Yaa 5-15

Esplenomegalia
TLR7T: Glomerulonefritis 8-10
g Hepatomegalia

Inflamacién pulmonar

Enfermedad de Esplenomegalia
Glomerulonefritis

injerto contra L . . 1
Depdésito de inmunocomplejos
huésped

en vasos

Artritis

Adm. Pristano Capilaritis 0.5
Nefritis avanzada

INDUCIDOS

Infiltracién esplénica de
células mieloides
Adm. IMQ/RSQ ANEMIA HEMOLITICA 2-4
ESPLENOMEGALIA
GLOMERULONEFRITIS




Caracterizaciéon celular

Adaptativo

Células B hiperreactivas

Innato

Activacion anormal del
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89

N T CD4+ complemento ™6
N TNF-a
L T regs N CDs A IEN-]
Fallos en la tolerancia central ™ Macrofagos
™IL-6
, ) ) [ ivacié ™ TNF-
Linfoadenopatia de células Ty B Hiperactivacion del *
complemento ™ IL-1B
T TCD4-CD8-
Células B hiperreactivas ™ CDs T IPN-y
P T macréfagos Vv TGF-B
v IL-10
Desregulacion de respuesta B Hiperactivacién del M IFN-y
Alta sens@hdad a antigenos complemento N IL-6
asociados a ARN M™IL-23
M™IL-12
Células B hiperactivadas 1 CDs :#‘,\f
Produccién excesiva de Hiperactivacion del N IFN—T
autoanticuerpos complemento A TNF-
Expansion po!lclonal de células B 1 Actividad N TNF-a
autorreactivas del receptor resentadora de N IL-6
Proliferacion de células T CD4+ del a%ti enos de CDs ™ IFN-y
donante g Vv IL-10
Celuls BT h{ ?ai:iva das Alta activacion de TLR?, -6
> hiperac L TLR4, TLR2 y TLR9 en ™ IFN-y
autorreactivas con interaccién .
, CDs y macré6fagos MIFN-«
anormal con células T
Poblaciones By T con un umbral N pCDs /I\’I*HTII_\I—_GG

menor de activacion

T macro6fagos

M™IL-12

e
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2.1.38.

En 1978 se desarroll6 el modelo BXSB'®, una cepa derivada de NZB/W'® que
permitié la identificacion del acelerador autoinmune asociado al cromosoma Y (Yaa,
por sus siglas en inglés Y-linked autoimmune accelerator), el cual interacciona con otros
alelos asociados al desarrollo de autoinmunidad para inducir una sintomatologia de
LES. El locus Yaa se compone de 16 genes expresados bajo un promotor que les
confiere una expresion superior respecto a la que tienen en condiciones fisioldgicas'™,
y su estudio asocio, por primera vez el gen de Tlr7 con la severidad del fenotipo
resultante. Asi, el uso de este modelo permitié la identificacién de Tlr7 como un gen

de susceptibilidad en el desarrollo de LES'®.

2.1.4.

Tras el descubrimiento del locus Yaa y su caracterizacion en varios modelos de
autoinmunidad, la activacion desregulada de TLR7 se empez6 a asociar al desarrollo
de inflamacién autoinmunitaria. Como consecuencia surge en 2007 un modelo
mediado por la expresion de entre 4 y 32 copias del TIr7 en el cromosoma Y, con un
incremento de 4-16 veces en los niveles de ARN mensajero (ARNm). Las cepas
generadas por la sobreexpresion de este gen, denominadas transgénicas de TLR7,
TLR7Tg) presentan, como consecuencia a la variabilidad en el nimero de copias,
diferencias en su sintomatologia, pero todas ellas se caracterizan por presentar en
grado variable la presencia de ANAs en suero, esplenomegalia, glomerulonefritis,
expansion de CDs, hepatomegalia y, solo en el caso de la linea TLR7Tg.6, inflamacion

106,107

pulmonar'®'””. La esperanza de vida de estos ratones es de 8 meses'®.

2.1.

Los modelos inducidos son particularmente ttiles para determinar la contribucion
de factores genéticos u hormonales de forma aislada en la patogénesis del lupus. Este

rasgo es dificil de conseguir en los modelos espontaneos, donde para analizar la
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contribucién de un gen mediante el uso de una cepa knock out (KO), seria necesaria la
realizacion de multiples cruces con la cepa cuyo fondo genético predispone al

desarrollo espontaneo de lupus, consumiendo tiempo y recursos.

En este grupo se encuentran el uso de la enfermedad de injerto contra huésped
10819 la administracién de 2,6,10,14-tetrametilpentadecano (TMPD, comtinmente

conocido como pristano)'!*!!!

y el tratamiento con agonistas de TLR7. Todos ellos se
caracterizan por el rasgo comun de inducir de forma aguda una respuesta inmunitaria
de tipo inflamatoria que se manifiesta de forma muy similar al cuadro clinico de LES

en humanos.

Su uso ha permitido numerosos avances en el conocimiento de los mecanismos de
activacién de TLR7, TLR2, TLR4 y TLR9'” en el LES, y su aplicacion ha sido clave para
mejorar el entendimiento sobre la contribuciéon del IFN tipo I y los genes

caracteristicos de la firma del IFN tipo I (ISG, del inglés, Interferon signature genes)'*.

Debido a la importancia de la sefializacion por TLR7 en este trabajo, se describen

a continuacion los modelos de administracion de agonistas de TLR7.

2.1.1.

En 2013 surge un nuevo modelo murino de lupus mediado por los agonistas de
TLR7 resiquimod (RSQ) e imiquimod (IMQ)'". La aplicacion cutdnea de 100 pg de
RSQ o 62.5 pg de IMQ siguiendo una cinética de tres veces por semana es capaz de
inducir signos de autoinmunidad de intensidad variable en funcién de la duracién del

disefio experimental.

Usando este modelo, los ratones presentan una vida media de entre 8 y 15 semanas
independientemente del fondo genético y el género (resultados similares en ratones
BALB/c o C57BL/6), con importantes signos de esplenomegalia, anemia hemolitica,

glomerulonefritis y altos niveles de ANAs'".
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2.2.

El uso de modelos de raton humanizados surge a finales de los afios 80 como una
posible via para aumentar la reproducibilidad del cuadro clinico del LES en los

modelos de raton!!4!13

y abordar preguntas imposibles de evaluar en los pacientes por
imposibilidad experimental o impedimentos éticos. Para ello, se usan ratones
modificados genéticamente para inhibir el desarrollo de células linfoides, generando
animales con un sistema inmunitario adaptativo incapaz de montar una respuesta''c.
En estas condiciones, los ratones son susceptibles de recibir un trasplante de células

xenogénicas.

En la mayoria de los casos, los ratones inmunodeficientes son NSG (del inglés,
NOD (Non-Obese Diabetic) SCID (Severe combined Immunodeficiency) Gamma), o son
ratones que han sido genéticamente modificados sobre el fondo genético BALB/c para
conseguir la eliminacion (knock out) de dos genes: Rag2 y 112Rgc, generandose asi los

denominados doble knock out (DKO): BALB-Rag2” II2Rgc”'"".

En este grupo hay principalmente dos tipos de modelos, los basados en la
transferencia de células inmunitarias maduras aisladas de pacientes de LES"7*!) y
aquellos mediados por la transferencia de células troncales hematopoyéticas de

individuos sanos seguida del tratamiento con pristano®*®.

3. ETIOLOGIA DEL LES

El fundamento de la hiperactivacién de células B y el reconocimiento de
autoantigenos en el LES continda siendo desconocido. Sin embargo, los estudios con
modelos animales y pacientes indican de forma clara que la disrupcién de la
homeostasis inmunoldgica es consecuencia de una accion conjunta de factores

ambientales y genéticos'*.
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3.1.

La alta concordancia en la incidencia de LES entre gemelos monocigéticos pone
de manifiesto la existencia de genes de susceptibilidad'’. Ademds, existe una forma
rara de LES, denominada ‘lupus monogénico, causada por mutaciones en genes
individuales, caracterizada por manifestarse a edades tempranas y de forma mas

severa'?

. Hasta el presente, se han descrito 36 loci para el lupus monogénico, todos
ellos relacionados con defectos en la via del complemento, del IFN, la apoptosis, la
regulacion de las actividades del proteasoma o con la degradacién de acidos

nucleicos'?*1%,

Gracias a los avances en los estudios de asociacion genética se han identificado
cientos genes asociados con el desarrollo del LES. En la Tabla 2 se exponen los mas
destacados, y se detallan a continuacion aquellos con una mayor implicacion en este

trabajo.

3.1.1.

El gen BankI codifica la proteina de andamiaje con repeticiones de ankirina tipo
1 (BANKTI, del inglés B cell scaffold protein with ankyrin repeats 1). Este gen posee 18
exones y estd localizado en el cromosoma 4q24 en humanos y en el cromosoma 3g3 en
caso de ratones (www.ncbi.nlm.nih.gov). En ambas especies, el gen posee de forma
conservada tres dominios: dos motivos de repeticiones similares a ankirina, un motivo
de hélice enrollada (CC del inglés, coiled-coil) y un motivo Dof-BCAP-BANK (DBB).
A nivel proteico se han reportado 3 isoformas en humanos y 2 isoformas en ratén, pero
todas contienen hasta 12 tirosinas susceptibles de ser fosforiladas y dos motivos con
alto contenido en prolina, lo cual le confieren capacidad de interactuar otras proteinas

con dominios SH3 y SH2, respectivamente'?.
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Tabla 2. Genes de susceptibilidad asociados al desarrollo de LES. Se muestra el gen en
cuestion, su localizacion cromosdmica, las poblaciones inmunitarias que lo expresan y las rutas
celulares en las que estan implicados, todo ello junto con las variantes génicas y el papel de
proteccién o riesgo que cada una desarrolla. LLC: leucemia linfocitica crénica.; LES: lupus
eritematoso sistémico; AR: artritis reumatoide.

Ruta metaboblica

Gen Localiz. Expresion

regulada
Potenciacion de la sefial del

. . BCR
Células B inmaduras, L
Senalizacion de los TLR e y
4924 maduras y del IEN-1

recirculantes e .,
Inhibicion de la activacion de

Akt inducida por CD40

Células B inmaduras y

Sefalizaciéon del BCR
maduras.

Diferenciacién de células B

. . hacia células plasméticas
Muy baja en células

plasmaticas

Macréfagos y células
dendriticas
Baja en células B
6p21.3  inmaduras, elevada en
células B maduras y
baja en células
plasmaticas

Presentacion de antigenos
Activacion de células T CD4+

Proliferacion y activacion
celular mediada por
sefializacion por calcio
Sefializacion del BCR y TCR

plasméaticas
4p15 Células T reguladoras
y CD8+
NK, macréfagos y
células dendriticas

Células dendriticas

plasmocitoides y Reconocimiento de ARN de

convencionales, cadena simple
macrofagos y Induccién de expresion de

monocitos citoquinas proinflamatorias y
Células B activadas y de IFN-I
de zona marginal Polarizacién de células Thi
(CGs)

Células B inmaduras,
maduras y células
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Variantes asociadas con patologias Ref
VERERIG Asociacion Enfermedad
rs17266594 Proteccién LES 127
rs10516487 Riesgo LAERS 127
: LES 1277128
rs10028805 Riesgo LLC
rs13277113 Riesgo 129
rs4840568 Riesgo LES 129
rs2248932 Riesgo 129130
HLA-DQA1*03:02 Proteccion LES 131
Posicién 182, intrén 1: Riesgo
cc 8
LES 132
Posicion 418, ex6n 3: Proteccion
CG
TLR7-Y264H Riesgo m
LES
rs3853839
rs179019 Riesgo =
rs179010
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En humanos se han descrito 4 isoformas, de las cuales hay dos de especial interés en el
estudio del LES. Por un lado, la isoforma de la secuencia candnica contiene 785
aminoacidos y se genera por empalme alternativo de los 18 exones, por lo que es
conocida como isoforma de longitud completa (FL por sus siglas inglés, full length).
En paralelo, existe una isoforma de 652 aminoacidos resultado de la eliminacion del
exon 2 en el empalme alternativo, el cual codifica para un dominio TIR', y que es

conocida como Delta2 (A2) (www.ncbi.nlm.nih.gov).

En 2008, un estudio de asociacion a nivel del genoma identificé algunas variantes
del gen Bankl como variantes de riesgo en el desarrollo del LES'”. Entre ellas, tres
poseen una fuerte asociacion: rs17266594, rs10516487 y 1510028805, con un efecto
protector para la primera y de riesgo en el caso de las dos ultimas. Este hecho se ha
confirmado en cohortes independientes europeas'*, afroamericanas'’, chinas"® y
tailandesas'®. En términos de funcionalidad, la variante protectora rs17266594 se
asocia con un incremento en la expresion de la isoforma A2 de BANK1, mientras que
las dos variantes de riesgo se asocian con una mayor presencia de la isoforma FL y

mayor cantidad de autoanticuerpos anti ADNdc'*.

A pesar de que el mecanismo
regulador de la expresion del empalme alternativo es desconocido, la presencia de la
variante de riesgo rs10516487 ha sido hipotetizada como potenciadora de
polimerizacion proteica, ya que se asocia con la presencia de grandes complejos de

proteinas de andamiaje en el citoplasma celular'*!

. Ademas, se ha podido elucidar que
el dominio TIR, ausente en la isoforma A2, esta implicado en la interacciéon de TRAF6
con IRF7 y MyD88 tras la estimulacién de TLR7, TLR8 y TLR9*"**?, por lo que su

ausencia se traduciria en una menor actividad de transduccion celular.

De forma similar, numerosos polimorfismos de BankI se han asociado con otras

enfermedades autoinmunes, tales como artritis reumatoide, esclerosis multiple o
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esclerosis sistémica cutanea difusa, y cancer, siendo algunas variantes descritas

comunes con las asociadas en LES!#3-145,

BANKI es una proteina adaptadora expresada mayormente en células B maduras,
inmaduras y células B recirculantes, pero no en pro-B ni en pre-B'*. Per se, carece de
actividad enzimatica, pero juega un papel esencial en vias de senalizacion intracelular
al favorecer el acercamiento fisico de proteinas transductoras de seniales implicadas

tanto en la respuesta innata como en la adaptativa*¥1*° (Fig. 3).

En localizaciones préoximas a la membrana, BANKI interactia con la tirosina-
quinasa Lyn y la quinasa de linfocitos B (BLK del inglés, B lymphocytes kinase), ambas
implicadas en la correcta modulacion de la sefal de activacion iniciada por TLRs y/o
BCR. La activacion del BCR induce también una interaccion entre los motivos ricos
en prolina presentes en BANK1 y la region SH2 de la fosfolipasa C gamma 2 (PLCg2
del inglés, Phospholipase C gamma 2), que a su vez participa en la transformacion del
diacilglicerol en inositol 1,4,5-trifosfato (IP3). Este mediador ejerce su sefializacién en
la superficie del reticulo endoplasmatico, donde interactiia con su receptor e induce la
movilizacién de Ca*, regulando asi la sintesis de ATP y la actividad de una amplia
gama de enzimas**!*". Ademds, BANKI es un inhibidor de la activacion celular de Akt

inducida por CD40, modulando la actividad del factor mTOR "**%!,

En la respuesta innata, BANKI esta mayormente implicada en la senalizacion de
la via del IFN-I. El dominio TIR presente en la isoforma FL de BANKI es necesario
para una correcta sintesis de IFNa como paso final de transduccion de la senal de
TLR7, TLR8 o TLR9'™, al activar el factor de transcripcion NF-kxB o factores
reguladores de la respuesta al IFN (IRF, del inglés, Interferon regulatory factors) '.
BANKI también participa en la fosforilacion por p38 de MAPK, activandose asi la
cadena de fosforilaciéon de MNK1/2 y el factor de transcripcion elF4. BANKI participa

también en la fosforilaciéon del heterodimero de IRAKI e IRAK2 mediada por
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IRAK4.La fosforilacion del complejo lo vuelve activo y participa en la ubiquitinacion
de TRAF6, permitiendo asi la activacion de Ikka/p.La forma activa de esta proteina
permite el secuestro del inhibidor de NK-kB IkB, liberando asi al factor NK-kB y

permitiendo su translocacion al nucleo'®'¥.

En trabajos con animales de experimentacion se ha visto que la eliminacion de
Bank1 del genoma induce un incremento en la formacidn de centros germinales y en
la sintesis de IgM en respuesta a antigenos T-dependientes'®, una reduccion en la
produccién de IFN-I, IgG, y citoquinas inflamatorias y una desregulacién en el

desarrollo de la linea mieloide y linfoide'”.

3.1.2.

La senalizacién de TLR7 en el desarrollo del LES ha sido ilustrada en modelos
murinos a través del uso del locus Yaa, uno de los inductores de autoinmunidad mas
potentes donde la sobreexpresion de TIr7 juega un papel central'®. Tal es asi, que el
bloqueo de esta ruta en los ratones BXSB/Yaa es capaz de inhibir el desarrollo de gran

parte de los sintomas del LES!06152-155,

La sobreexpresion de Tlr7 por incremento de numero de copias es un mecanismo
conocido y ampliamente usado en modelos espontaneos de lupus, pero en humanos,
esta asociacion es controvertida y esta altamente influenciada por el resto de las

155156 Curiosamente, en

variantes génicas asociadas a las diferentes poblaciones
pacientes pediatricos de lupus pertenecientes al sexo femenino se ha observado una
fuerte asociacion entre el nimero de copias de TIr7 y el desarrollo de la enfermedad,
lo que subraya nuevamente la influencia significativa de la genética en este subtipo de
LES'. A pesar de las multiples asociaciones que se han realizado entre el nimero de
copias de TIr7 y/o la expresion a nivel de proteina con el desarrollo del LES, solo se ha

identificado hasta la fecha una variante de este gen en humanos que se traduzca en un

incremento in vivo de la sefializacién de TLR7'%.
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Figura 3. Participaciéon de BANKI en las vias de sefalizacion de la respuesta

inmunitaria innata y adaptativa en células B. Figura realizada con Biorender.
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La variante descrita en humanos induce una ganancia de funciéon en TLR7 que
disminuye el umbral de activacion de este receptor. A nivel de patologia, esta variante
promueve la supervivencia de las células B inmaduras activadas por el BCR, las cuales
constituyen la principal fuente de clones autorreactivos'”. Este incremento en la
supervivencia hace que un mayor porcentaje de clones autorreactivos reciban senales
secundarias de activacion y proliferacion y logren diferenciarse a células productoras

de autoanticuerpos.

Los estudios sobre las implicaciones de las mutaciones de Tlr7 en las células B han
permitido encontrar una plausible asociacion funcional en aquellos pacientes donde
la reactividad de los autoanticuerpos esta dirigida a complejos de proteina y ARN. Se
ha visto que la sobreexpresion de este receptor limitada al linaje de células B es
suficiente para inducir inflamacion renal y reclutamiento de linfocitos autorreactivos,
sugiriendo que los pacientes que tengan un elevado porcentaje de anticuerpos
positivos para estas dianas podrian estar sufriendo un lupus mediado por TLR7 en sus

células B,

En conjunto, la implicacién del gen de TIr7 y Bankl en los estudios murinos de
lupus refleja la importancia de analizar la interacciones sinérgicas que tienen lugar
entre la respuesta inmunitaria adaptativa y la innata, donde los genes de
susceptibilidad descritos con implicacion directa para una de ellas pueden afectar

directa o indirectamente a la otra.

3.2.

Aunque la genética juega un papel crucial en la predisposicion del LES, no es
suficiente para explicar por completo las complejas desregulaciones inmunoldgicas
que caracterizan a esta enfermedad. Los factores ambientales, en conjunto con la

presencia de alelos de riesgo, contribuyen al desarrollo y exacerbacion del LES,
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aportando una dimension clave en la etiologia multifactorial que caracteriza esta

patologia.

Como ya se ha mencionado, la epidemiologia del LES tiene un sesgo de género
muy marcado. En las pacientes de sexo femenino, se han propuesto como posibles
explicaciones a este hecho el papel de las hormonas sexuales y la inactivacion del
cromosoma X (ICX). En primer lugar, las hormonas sexuales regulan el
funcionamiento del sistema inmunitario'®y, dentro de esta funcionalidad, se ha visto
en modelos de ratén y estudios con humanos que la exposicion al estrégeno puede
aumentar el riesgo a desarrollar LES'®', mientras que la progesterona y la testosterona

parecen jugar un papel protector'®

. Curiosamente, aunque no se ha podido establecer
una relacién causal directa entre las hormonas y el desarrollo de fendmenos de
autoinmunidad, si se ha visto que afectan directamente a la correcta activacion e
interaccion de las células B en los centros germinales y a la capacidad de las CDp de
sintetizar IFN-I'®’. Por otro lado, el cromosoma X contiene gran parte de los genes
implicados en la correcta regulacién inmunitaria, como son CXCR3, CD40L o
FOXP3'**. En condiciones fisioldgicas, la ICX no es un proceso 100% eficiente, y hasta

un 25% de genes pueden sufrir una expresion alta por la doble dosis génica'®, lo que

se ha visto que incrementa hasta 10 veces la susceptibilidad al LES'®.

Ademas, la radiacion ultravioleta, el tabaquismo, asi como la infeccion por el virus
de Epstein-Barr, son factores con una relacion directa en el desarrollo del lupus, los
cuales actian mediante modulaciones epigenéticas con independencia del sexo del
individuo'¢%'¢%,

Por ultimo, la composicion de la microbiota en las diferentes mucosas corporales
emerge como un factor ambiental clave en los procesos de autoinmunidad, ganando

progresivamente mayor importancia en los tltimos afios al asociarse el estado de

disbiosis con las enfermedades autoinmunes y, en especial, con el LES.
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4. MICROBIOTA INTESTINAL

De forma media, el colon de un adulto contiene entre 10 y 10" células
microbianas con una alta diversidad, observindose un rango de entre 100 y 400
unidades operacionales taxonomicas (OTUs, del inglés operational taxonomic units).
A pesar de esta alta variedad, la mayoria de estas bacterias pertenecen a los géneros
Firmicutes, Actinobacteria y Bacteroidetes, mientras que el resto de taxones esta

presente en porcentajes menos notables''”.

En condiciones basales, la microbiota ayuda en la digestion, el metabolismo, el
desarrollo de érganos y la diferenciacion de células inmunitarias y neurales. Se ha
demostrado también que las bacterias intestinales modulan, de manera directa e
indirecta, los procesos tolerogénicos que mantienen bajo control las respuestas
inflamatorias'”"'7%. La composicion de las poblaciones bacterianas que permiten este
equilibrio simbidtico con el hospedador (holobiontes) se conoce como eubiosis,
mientras que cuando la composiciéon de la microbiota se modifica y aumenta la
abundancia de patdgenos oportunistas (patobiontes), se adquiere una condicién

denominada disbiosis.

4.1.

La creciente evidencia recopilada en los ultimos afios relativa a la composicion de
la microbiota intestinal ha mostrado que la inflamacién crénica esta asociada con una
desregulacion del microbioma intestinal, lo cual sugiere la existencia de un vinculo

d'7-17> Ademads,

patogénico entre la disbiosis y los fendmenos de autoinmunida
estudios en modelos animales han mostrado de forma clara que la regulacion de la
microbiota intestinal puede agravar, proteger o modular las manifestaciones

fenotipicas del LES'”.
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Este efecto se ha demostrado con el uso de modelos con ratones estériles (GF del
inglés Germ free), los cuales muestran resistencia al desarrollo de enfermedades
inflamatorias intestinales (IBD por sus siglas en inglés Inflammatory Bowel Disease) y
autoinmunes. Ademas, gracias al uso de estos animales se ha podido establecer el
efecto de ciertos perfiles de microbiota e incluso la contribucion de especies concretas.
Algunos ejemplos notables incluyen la induccién de lupus en ratones C56BL/6 GF
mediada por la monocolonizaciéon de Enterococcus gallinarum'”’ y de Lactobacillus
reuteri'’®, o el desarrollo de lupus en estos mismos ratones tras un trasplante fecal de

179

la microbiota de ratones con LES establecido'” o de pacientes diagnosticados con

LES™,

Los estudios a nivel de composicion taxonémica de la microbiota en amplias
cohortes de pacientes de LES y su comparacion con individuos sanos ha mostrado que
la patogénesis del lupus va acompanada de una disminuciéon en el ratio

181-183 " E] estudio de la microbiota en el contexto de las

Firmicutes/Bacteroidetes
enfermedades autoinmunes ha permitido la reformulacién de paradigmas
clasicamente aceptados. Este es el caso de la implicacion de las células Th1 T-bet* como
mediadores esenciales en el desarrollo de colitis'**"'*, Mediante el uso de un modelo

murino, Zimmermann et al.'¥’

probo que es la composicion de la microbiota, y no la
expresion de T-bet, lo que determina la capacidad de las células Th1 de inducir colitis,
siendo las especies pertenecientes a los géneros Prevotella o Bacteroides los inductores

inflamatorios intestinales mdas potentes's*'®.

Los mecanismos por los cuales la microbiota contribuye al desarrollo y las
funciones inmunitarias incluyen la secrecién de metabolitos y la expresion de patrones
moleculares asociados a microorganismos (MAMPs, del inglés Microorganism-
associated molecular patterns)'*®. Mediante ambos, las bacterias se comunican con las

células inmunitarias por contacto celular o senalizacion endocrina e interactian con
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el resto de las bacterias intestinales, ejerciendo asi funciones de control del

ecosistema'”!.

En cuanto a la acciéon de la microbiota mediada por metabolitos, los principales
mediadores identificados son los acidos grasos de cadena corta (SCFAs, del inglés
Short-chain fatty acids) y todos los productos derivados del metabolismo del
triptéfano. Los SCFA han sido reportados como agentes beneficiosos en muchas
enfermedades autoinmunes'’, pero los estudios sobre el papel de estos mediadores en
el LES han arrojado resultados contradictorios'”, lo que sugiere que la regulacion
inmunoldgica de estos metabolitos en la patologia del lupus responde a un patrén
indirecto dificil de determinar. Por otro lado, las bacterias también participan en el
metabolismo del triptofano, cuyos productos pueden entrar a circulacion sistémica y
ejercer funciones inmunomoduladoras'®. A este respecto, se ha visto en el modelo
murino espontaneo de lupus C57BL/6. Slel.Sle2.Sle3 que una dieta baja en triptéfano
es capaz de reducir en estos ratones la severidad de la enfermedad y los sintomas de

autoinmunidad'”.

Por ultimo, la evidencia disponible sugiere que la tolerancia a los autoantigenos
puede ser alterada por la microbiota siguiendo tres mecanismos. Por un lado, mediante
la expresiéon de ortélogos de autoantigenos en la superficie bacteriana que, por
similitud molecular, activan potenciales células B autorreactivas, como es el caso del
autoantigeno Ro60 y una amplia variedad de péptidos bacterianos*'°. Por otro lado,
pueden darse en los autoantigenos modificaciones post-transduccionales
dependientes de la microbiota que se traducen en un aumento de la inmunogenicidad
de los mismos'*. De forma adicional, ciertas bacterias comensales pueden translocarse
y alcanzar localizaciones sistémicas, lo cual lleva a interacciones aberrantes con células
inmunitarias y a la induccién de una respuesta proinflamatoria que puede conllevar

una pérdida de la tolerancia'”’.
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Los mecanismos subyacentes que vinculan la microbiota intestinal y el LES se

muestran con mas detalle en la Figura 4.

Considerando la creciente evidencia que vincula el estado de disbiosis intestinal
con el desarrollo del LES, la microbiota surge como un posible 4rea de interés con
potencial predictivo para la identificacién temprana y la prevencién del LES'. El
seguimiento de los perfiles de microbiota en pacientes con LES e individuos sanos ha
mostrado que un aumento en la abundancia relativa de Escherichia fergusonii junto
con una disminucion en Faecalibacterium prausnitzii incrementa el riesgo de LES™®,
lo que sugiere que la flora intestinal puede ser utilizada como un indice de deteccién

dindmica para identificar grupos de alto riesgo en el desarrollo de la patologia.

4.2.

A la luz de la relacién existente entre las variaciones en la composicion de las
poblaciones comensales intestinales y la manifestacion y progresion de las
enfermedades autoinmunes, es crucial entender los factores que modulan la

composicion de la microbiota.

La composicion del microbioma y el andlisis de la estructura se puede analizar desde

varios puntos de vista:

I. Composicién taxondmica.

El analisis taxonémico a nivel de OTUs se centra en la identificaciéon y
cuantificacion de los organismos presentes en la microbiota intestinal. Este tipo
de analisis se realiza mediante técnicas de secuenciaciéon y proporciona
informacidn relativa a la abundancia y diversidad del ecosistema . Los andlisis
a nivel de especie han permitido la identificacion de especies patogénicas capaces

de inducir una respuesta proinflamatoria'’®.
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Figura 4. Mecanismos por los cuales la microbiota podria ejercer efectos

inmunomoduladores en el contexto del LES. Por un lado, la alteracién de la barrera intestinal
y la consecuente translocacion de bacterias intestinales podria ejercer un fuerte papel de activacion
inmunitaria descontrolada en la ldmina propia intestinal y en localizaciones periféricas. Esta accién
puede inducir el incremento de los niveles de autoanticuerpos, la colonizacién bacteriana de érganos
distales y la apoptosis celular en 6rganos linfoides secundarios. Por otro, ciertos perfiles de bacterias
pueden presentar una capacidad mds marcada de activacién de una respuesta inflamatoria, como es
la respuesta Th17. Ademas, la presencia de estructuras ortélogas en la presencia de las bacterias y su
interaccion con las células inmunitarias intestinales puede ejercer un papel activador de clones
autorreactivos e inducir la secrecion de autoanticuerpos. Estos mecanismos inducirian un
incremento de la firma de IFN por Sobreactivacion de CD y un desequilibrio del fenotipo
inmunoregulador. Por ultimo, la respuesta inmunitaria, mediante la secreciéon de IgA, puede
modular la composicion de la microbiota, la cual se ha visto que, en situaciones de autoinmunidad,
presenta un perfil de disbiosis. Figura realizada con Biorender.
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Moléculas de superficie con capacidad inmunomoduladora.

Este enfoque describe los ecosistemas desde el punto de vista de los aztcares,
lipidos y proteinas que las bacterias expresan en superficie, como el LPS, la
flagelina o algunos peptidoglicanos. Este tipo de estructuras son mayormente
mediadores de la respuesta innata, pero tienen la capacidad de dar forma a la
respuesta adaptativa determinando el perfil d diferenciacion de células By T. A
modo de ejemplo, las especies del género Bifidobacterium presentan un alto grado
de variabilidad en la sintesis, composicion y estructura de exopolisacaridos®”
mediante las cuales inhiben la activaciéon desmesurada de células dendriticas e
inducen un fenotipo regulador en células T**. Por ello, la suplementacién con
bacterias que faciliten la colonizacién de Bifidobacterium spp, o que compartan
algunos componentes de superficie podria ser un mecanismo factible para

modular la respuesta inmunitaria intestinal.

III. Metabolismo

Por dltimo, este puno de vista se centra en la metaboldmica, analizando de
forma global el catabolismo que se da en el tracto gastrointestinal y los productos
generados, asi como todos sus intermediarios. Estos datos informan sobre la
contribucion de la microbiota a la digestién de nutrientes, produccion de energia
y sintesis de componentes esenciales para el huésped. De forma adicional, los
metabolitos bacterianos pueden absorberse y sefnalizar en localizaciones
periféricas’®. Un perfil de microbiota antiinflamatorio se asocia con mayores
producciones de acidos biliares secundarios, butirato, propionato y

polifenoles***®.
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Tanto la composicion de especies de la microbiota como el metabolismo de estas
pueden ser regulados por factores externos. Entre ellos, los mas destacables son los

farmacos, la dieta, la exposicion a quimicos y el estilo de vida.

En primera instancia, dentro de los farmacos, los antibioticos son los factores con
mayor efecto en la modificacion del microbioma humano, y se ha visto que influyen
de forma determinante en la induccién de enfermedades autoinmunes en modelos de
raton®®. El contenido en fibra, triptéfano o dcidos grasos en la dieta son, por otro lado,
factores que hacen de la nutricién otro efecto modulador de la composicién de la
microbiota. En el contexto del LES se ha visto que se puede modular el perfil
antiinflamatorio de la microbiota en un modelo murino mediante la incorporacion de
almidon resistente en el pienso. Esta modulacién cambia el metabolismo global de las
bacterias y limita el crecimiento de Lactobacillus reuteri, una bacteria asociada con la

patogénesis del LES'7%.

4.3.

Los trabajos descritos hasta el momento ponen de manifiesto que las comunidades
microbianas juegan un papel activo en el mantenimiento de la salud o la promocién
de la enfermedad. Los avances en las técnicas de andlisis de microbiota han permitido
describir los mecanismos fisioldgicos por los cuales las bacterias ejercen su papel
modulador en la respuesta inmunitaria del huésped y han permitido analizar el
ecosistema desde el punto de vista taxondmico, metabdlico y de patrones de moléculas
superficie. En la figura 5 se reflejan las técnicas disponibles en la actualidad para el

estudio de la microbiota junto con las ventajas y limitaciones de cada una.

4.3.1.

Desde el desarrollo en 2008 de las técnicas de nueva generacion, la secuenciacion

de alto rendimiento ha permitido la caracterizacion del microbioma y su
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complejidad®””. Dentro de estas se distinguen dos variantes, la secuenciacion del gen
de la subunidad pequena 16S del ARN ribosomal (ARNr) y la secuenciacion

metagenomica (WGS, del inglés Whole Genome Sequencing).

El gen 16§ constituye un gen exclusivo de mantenimiento de procariotas con nueve
secuencias hipervariables (V1-V9) especificas de cada taxén dentro de secuencias
altamente conservadas, por lo que su secuenciacion permite el estudio de la filogenia
y taxonomia bacteriana’®. En esta técnica, la region hipervariable seleccionada es
amplificada por PCR y el producto de esta reaccion es sometido a secuenciacion (Fig.

5A).

Por su alta resolucion y su enfoque rentable, la secuenciacion del ARNr 16S se ha
convertido en el enfoque mas comtn para el analisis de comunidades microbianas

172

intestinales'”?. Dentro de las regiones disponibles, la region V4 ha sido altamente

recomendada como el estandar de referencia para la caracterizacion de la microbiota

intestinal humana'**%,

La secuenciacion masiva, WGS o secuenciacion shotgun, proporciona informacion
relacionada con la identidad y la funcionalidad de las poblaciones, lo que permite
comprender con mas detalle el impacto fisioldgico que las bacterias ejercen en el
huésped'”. Esta variante implica la fragmentacion aleatoria del ADN, la secuenciacion
de estos fragmentos y, por ultimo, la reconstrucciéon y ensamblaje de secuencias

superpuestas en una secuencia continua®'® (Fig. 5A).

A pesar de que ambas variantes han mostrado una continua disminucién en el

coste con el desarrollo de nuevos secuenciadores®, la secuenciacién sigue siendo una

técnica compleja*'? y con tendencia a sesgos técnicos *'>*',
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A) [Secuenciacién de alto rendimiento]
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Figura 5. Técnicas para el analisis de microbiota. A) Técnicas de secuenciacién del
genoma completo (WGS) o de un gen concreto (;&S ARNr) de las bacterias. B) Andlisis
multiparamétrico de las bacterias para el andlisis de la cobertura de inmunoglobulinas, patrén de
azucares y contenido genético. Figura realizada con Biorender.
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B) [ Analisis por citometria de flujo ]
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4.3.2.

El analisis de la microbiota mediante citometria de flujo surge en 2011 como una
alternativa rdpida, econémica y establecida en los laboratorios convencionales para
facilitar el flujo de trabajo de andlisis de las bacterias, que hasta la fecha estaba limitado
a la secuenciacion. Su implementacion permite ver de forma global el microambiente
microbiano, lo cual proporciona una informacion diferente a las frecuencias de
especies aisladas, pero igualmente valiosa. Mediante esta técnica se genera un estudio
multivariable, con la caracterizacion del tamano y las subestructuras celulares, junto
con la posibilidad de incluir anticuerpos especificos para detectar acidos nucleicos,

aztcares o inmunoglobulinas®”® (Fig. 5B).

Aunque no permite la identificacion taxonémica especifica de bacterias como es el
caso de las técnicas de secuenciacion, el analisis de microbiota basado en citometria
de flujo ofrece una resolucién adecuada para estudiar cambios en la comunidad
microbiana. A este respecto se ha visto que alrededor del 75% de las bacterias de una
misma poblacién generada por el algoritmo del analisis de los datos generados por
citometria de flujo pertenecen tipicamente al mismo taxon**". El andlisis de la
totalidad de bacterias fecales por citometria de flujo combinado con la separacién
celular basada en marcadores de superficie (sorting) ha ilustrado que solo un
porcentaje bajo de OTUs se pueden asociar de forma consistente con cambios
fenotipicos, indicando que las modificaciones que ocurren en la totalidad de la

microbiota fecal afectan a un nimero relativamente pequefio de taxones”'*.

4.4.

En situaciones de autoinmunidad, a nivel intestinal hay numerosos mecanismos
que estan desregulados. En estas situaciones, la modulacién de la composicion de la

microbiota surge como una via para restaurar el equilibrio al corregir la disbiosis.
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La normalizacién de microbiota para la adquisicion de un perfil eubidtico en
humanos se realiza principalmente mediante la suplementacién con probidticos y/o

219-221

prebidticos y, en casos donde ningun otro tratamiento presenta eficacia,

222

trasplantes fecales®**. La evidencia en este campo es ain escasa y se encuentra lejos de

ser concluyente, ya que los resultados son ambiguos?***,

En modelos murinos de experimentacion, se dispone en la actualidad de tres vias
de modificacidn de la microbiota intestinal: la administracion directa de una o varias
cepas bacterianas de forma oral, la convivencia de ratones con diferente microbiota

(cohousing) o el uso de littermates (Fig. 6).

- _Administracién oral de bacterias.

La administraciéon de bacterias por via oral-intragastrica permite la
incorporaciéon por via externa de una o varias especies a la microbiota
gastrointestinal. Este proceso puede realizarse a ratones que hayan sido
previamente tratados con antibiticos o no, lo cual altera la capacidad de
colonizacidn de las bacterias administradas. Por una parte, cuando se usan ratones

previamente tratados con antibidticos, la colonizacién es mas rapida®®

, pero es
menos fidedigna con la realidad al ignorar la alta diversidad encontrada en el
intestino en condiciones fisioldgicas. Si los ratones conservan su microbiota en el
momento de la administracién exdgena, el establecimiento de las bacterias en el
ecosistema es un proceso mas lento, pero permite evaluar efectos de simbiosis y

mutualismo con las especies residentes del intestino®%*?7,

- Cohousing.

Esta metodologia de normalizacion de microbiota es conocida como
transferencia horizontal, y se fundamenta en la naturaleza coprofagica de los
ratones cuando comparten cubeta (fendmeno de cohousing)*®. Aqui, animales con

diferentes composiciones de microbiota transferida de forma vertical por la madre
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son transferidos a la misma cubeta tras el destete, tras lo cual la composicion de
ambas microbiotas va cambiando paulatinamente. El cohousing tiene un
fundamento similar a la administracion oral, pero se extiende durante toda la vida
del raton.

La principal limitacion de este modelo es la presencia de una microbiota basal
en los ratones de forma previa a la comparticion de cubeta. Se ha visto que durante
las primeras semanas de vida se genera un nicho para los microorganismos
adquiridos ambientalmente por el cual la microbiota se establece y se vuelve
resistente a la colonizacion por especies nuevas®. Por este motivo, se ha reportado
una eficiencia media en la normalizaciéon de la microbiota con la técnica de
cohousing®.

- Generacién de Littermates.

Esta técnica, también conocida como transmision vertical, es la técnica mas
eficiente en normalizaciéon de microbiota cuando se trabaja con dos fondos
genéticos, donde cada uno posee una composiciéon microbiana intestinal diferente.
Este modelo consiste en el uso de ratones de F2 resultado de cruzar ratones
heterocigotos de un gen concreto™. La composicion de la microbiota, tanto en
humanos como en ratones, se determina en los momentos tempranos de la vida,
principalmente por el repertorio presente en el canal del parto, la piel y la leche

materna®!

. La generacion de littermates F2 permite la cohabitancia de ratones con
diferentes fondos genéticos generados del mismo cruce original, expuestos a los
mismos determinantes de microbiota y mantenidos en la misma cubeta durante el
desarrollo de la vida, lo cual refuerza el mantenimiento de una Unica microbiota

en la cubeta®.
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5. INMUNOLOGIA DEL GALT

El sistema inmunitario asociado al intestino (GALT, del inglés Gut-associated
lymphoid tissue) ha evolucionado para no tener un continuo estado de activacion ante
los millones de bacterias que pueblan el tracto gastrointessinal**>**. En su lugar, los
antigenos comensales son reconocidos por células reguladoras que inducen un estado
de tolerancia inmunoldgica hacia las bacterias comensales beneficiosas. En presencia
de perturbaciones homeostaticas, sin embargo, las células del GALT responden ante
las bacterias del intestino generando una situacion de inflamacion intestinal que se da,

primero de forma local y, en dltima instancia, de forma sistémica.

5.1.

El GALT se compone de las Placas de Peyer (PP), foliculos linfoides aislados (ILFs,
del inglés Isolated lymphoid follicles) distribuidos por la ldmina propia del intestino
delgado (SILP, del inglés Small intestine lamina propria) y los ganglios linfaticos

mesentéricos (mLN, del inglés Mesenteric lymph nodes) *** (Fig. 7).

Las PP son los 6rganos linfoides con el mayor grado de organizacién dentro de la
estructura del GALT, siendo los sitios de iniciacion de la respuesta inmunitaria
intestinal gracias a su localizaciéon subepitelial en el intestino delgado. En ellos se
generan un gran numero de CGs donde las células B proliferan y se diferencian,
principalmente, hacia la sintesis de IgA*>*. A nivel sistémico, los CGs constituyen
estructuras transitorias que se forman tras la inmunizacién o infeccién y que
desaparecen tras la resolucién de la respuesta inmunitaria. Sin embargo, los CGs
presentes en las PP persisten de forma cronica debido a la continua exposicion a

bacterias y antigenos alimenticios que generan el repertorio de células B intestinales®”’.
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En paralelo, los ILF se encuentran por toda la lamina propia intestinal y aparecen
con un nimero y tamafio muy inferior a las PP*®. Estas localizaciones inmunitarias
desarrollan funcién ‘de reserva, donde se localizan muchas células inmunitarias, pero
no una respuesta de centro germinal. Solo un sobrecrecimiento bacteriano con una
consecuente translocacion descontrolada es capaz de inducir el desarrollo de

reacciones de CGs.

Tanto las PP como los ILF se encuentran separadas del lumen por el epitelio
intestinal, compuesto por una capa de enterocitos y células M (del inglés, microfold)
intercalados. Estas tltimas poseen una superficie luminal sin microvellosidades y se
encuentran en intimo contacto con los microorganismos intestinales'”, lo que las hace
la ruta de eleccion para el paso controlado de microrganismos o fragmentos

bacterianos por endocitosis hasta las PP,

Tras el reclutamiento y activacién de CPAs a las PP, se induce una gran secrecién
de acido retinoico, principalmente por parte de las CDs CD103*. Este mediador induce
en las células T y B la expresion de la integrina as;, implicada en la recirculacién de
los linfocitos al intestino mediante su interacciéon con el receptor MadCAM-1
(expresado en los vasos que irrigan el GALT)*. Ademds, las CDs también estan
implicadas en el transporte de bacterias hasta los mLN, desde donde, una vez
activadas, pueden entrar en circulacion sistémica y ejercer funciones protectoras en

sitios periféricos®*42.

5.2.

Tras la activacién y diferenciacion de las células plasmaticas por comensales

bacterianos, se induce un cambio de isotipo hacia IgA. Este proceso ocurre

243

principalmente en las PP de forma T-dependiente*”, pero también puede darse en los

ganglios linfaticos mesentéricos e inguinales y en los ILF de la lamina propia intestinal,

de forma T-independiente®**%.
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Figura 7. Estructura y componentes celulares del GALT. En el tejido linfoide intestinal,
las células activada en las PP y los mLN pueden entrar en circulacion sistémica y migrar hacia otras
localizaciones, donde ejercer sus funciones. Figura realizada con Biorender.
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El cambio de isotipo hacia IgA esta regulado a nivel transcriptémico por TGF-p,
acido retinoico y la estimulacion de CD40*°. La sintesis de IgA estd influenciada
parcialmente por el fondo genético del individuo, pero también por la composicion de
la microbiota, ya que se ha visto que, a través de la activacion de los TLR, ciertas
bacterias intestinales son capaces de inducir la sintesis de TGF-p en CDs, células Tthy

células subepiteliales y de estimular la formacién de CGs*7*

. En este proceso, las
especies del género Anaeroplasma y las bacterias filamentosas segmentadas (SFB, del
inglés Segmented filamentous bacteria) han sido probadas como fuertes inductoras de

IgA235‘

La importancia del cambio de isotipo hacia IgA radica en la variedad de roles que
esta inmunoglobulina puede desempenar. Por un lado, la IgA secretada hacia el lumen
intestinal tiene la capacidad de neutralizar la accién de ciertas bacterias patdgenas al
facilitar su eliminacién. La interacciéon de IgA con bacterias comensales favorece,
ademas, su internalizacion a las PP debido a la capacidad de estos anticuerpos de

20251 Por otro lado, la estructura

inducir la endocitosis por parte de las células M,
espacial de la IgA le impide activar el complemento, lo que a su vez previene una
respuesta proinflamatoria que, de iniciarse en el intestino, se prolongaria en el tiempo

por la constante estimulacion de la microbiota comensal®*.

La constante interaccion de la IgA con la microbiota puede tener varios efectos.
Por un lado, aunque la mayoria de los anticuerpos antinucleares son de isotipo IgG, se
ha visto que también hay IgA producida en el intestino con reactividad nuclear, por lo
que estos anticuerpos generados en el intestino pueden ser patogénicos**. En paralelo,
las células activadas en el intestino también pueden ejercer un papel protector, donde
el contacto con bacterias intestinal moldea un repertorio de células B que, al recircular
sistémicamente y alcanzar localizaciones periféricas, previenen la proliferacion de

bacterias y protegen de la sepsis al activarse y secretar IgA®*.
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5.3.

Bajo circunstancias normales, la lamina propia y las PP estan separadas del lumen
intestinal por una barrera con un componente fisico y un componente bioquimico.
Por un lado, la barrera fisica se constituye del epitelio intestinal, cuya funcion es limitar
y regular el paso de bacterias y pequeiias moléculas, como metabolitos, iones y agua,
entre el lumen y la ldmina propia®>*¢. La selectividad y permeabilidad de esta
estructura estd determinada en gran medida por las uniones estrechas intercelulares
(T7, del inglés Tight junctions) establecidas entre los enterocitos adyacentes*’, que se
componen de varias moléculas de ocludina y, al menos, una molécula de claudina que

257258 Por otro, de forma

se une a la parte interna de la célula a través del citoesqueleto
adyacente a la capa de enterocitos se localizan los componentes bioquimicos que
limitan la traslocacion de bacterias, siendo los mas importantes la IgA secretora, los

péptidos antimicrobianos y la lisozima presente en la capa de moco intestinal'”".

En condiciones de homeostasis, la funcién barrera se mantiene gracias a sefiales
microbianas y las sefiales inmunoldgicas del sistema innato y adaptativo®™. En
situaciones donde el sistema inmunoldgico se altera y aparece inflamacidn crénica, la
barrera intestinal pierde su integridad®**%. Diferentes investigaciones han mostrado
que este proceso estd mediado por el entorno inflamatorio local que se genera y las
modificaciones tanto de la comunidad comensal como de las funciones metabdlicas

que estas modulan®®'-2%*

. Cuando la ecologia intestinal estd dominada por bacterias
proinflamatorias, estas pueden inducir una disminucién de las moléculas implicadas
en el mantenimiento de la funcién barrera (ocludina, claudinas, y moléculas de
adhesion de uniones) lo cual se puede traducir en la pérdida de la integridad de la
barrera intestinal. Cuando esta se ve alterada, las bacterias pueden translocar e inducir
una respuesta inflamatoria tanto de forma local en el GALT como en érganos linfoides

distales, incluyendo el pancreas, el higado o el bazo**>*%.
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En el contexto del LES, la alteracion de la permeabilidad intestinal es un factor
agravante de la enfermedad, y se ha comprobado en pacientes de LES y en modelos
murinos que la translocacion bacteriana de Enterococcus gallinarum y Lactobacillus

177,178

reuteri presentan una asociacion directa con la severidad de la enfermedad.

De forma global, los efectos de la disrupcion de la permeabilidad intestinal en la

patogénesis del LES se ilustran en la figura 8.
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Figura 8. Alteraciones inducidas por la disrupcion de la permeabilidad intestinal

en el LES. Figura realizada con Biorender.
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6. CELULAS B REGULADORAS Y MICROBIOTA

Las células B han sido clasicamente consideradas importantes mediadores de la
respuesta inmunitaria por ser su funcién principal en este proceso la produccion de
anticuerpos, seguida de la presentacion de antigenos. Sin embargo, en los tltimos 40
anos, se ha visto que un subgrupo de estas células presenta un papel determinante en
la regulacion de la inflamaciéon y la prevencion de los cuadros clinicos de
autoinmunidad. Estas células, conocidas como B reguladoras (Bregs), suprimen la
actividad de células T, CDs, monocitos y otras subpoblaciones de células B con
funciones inflamatorias. Por su amplio rango de funciones, las Bregs tienen un papel
importante como mediadoras de la respuesta inmunitaria en homeostasis y en

situaciones de autoinmunidad?¢72¢¢,

Los mecanismos por los cuales llevan a cabo estas acciones incluyen la secrecién
de IL-10, IL-35, granzima B (GZMB) y TGE- y/o el propio contacto con otras células
mediante la expresion de del ligando de muerte programada 1 (PDLI, del inglés

269-271

Programmed death-ligand 1) y el ligando de Fas

En pacientes de LES se ha observado que esta subpoblacion celular aparece
significativamente deficiente, tanto en ndimeros absolutos como en capacidad

funcional®”?, especialmente en aquellos individuos con una nefritis activa®”>.

En estudios de ratdn, la observacion inicial de que la eliminacion de células B en
algunos modelos de lupus era un factor agravante de la enfermedad sugirié por

274, Sin embargo, estudios

primera vez la posible capacidad reguladora de estas células
coetaneos mostraron que la eliminacion de células B totales tras el establecimiento de
la enfermedad tenfa un efecto beneficioso?”, sugiriendo un papel complejo y dindmico

de la poblacion B en la fisiopatologia del LES. En ratones NZB/W CD19” se encontré6
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ademas, que la transferencia de una subpoblacién de células B con capacidad
reguladora incrementa notablemente la supervivencia de los mismos, senalando a un

papel regulador activo y directo del fenotipo Breg?’*.

Una de las principales limitaciones para aprovechar el potencial terapéutico de las
células B reguladoras es la falta de una caracterizacion clara que posibilite su
aislamiento, ya que hasta la fecha no se ha propuesto un fenotipo consensuado en
humanos ni en ratones. Las diferentes poblaciones de células Bregs descritas
fenotipicamente en ratén y en humanos se encuentran resumidas en las Tablas 3y 4,

respectivamente.

Tabla 3. Subpoblaciones de células B productoras de IL-10 en ratén.

Fenotipo Funcién Mecanismo Ref
" Induccién de Induccién de
tolerancia ante células Th
trasplante foliculares 276
alogénico mediante la
cardiaco secrecion de IL-10
Control de
encefa!omlelltls Liberacion de IL-10 269
experimental
. o IL-35
autoinmune
(EAE)
Inhibicién de la
respuesta Secrecién de IL-10 =
inmunitaria
en mucosas
Diferenciacion
de Tregs e .
inhibicion de Secregﬁ%i:;l‘ 0 7828
diferenciacion Y
de Thi
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Tabla 4. Subpoblaciones de células B productoras de IL-10 en humano.

Fenotipo Funcidn Mecanismo Ref

Induccién de
Tregs e
inhibicién de  Secrecién de IL-10  282-284
inflamacién en
alergias
Supresion de la
diferenciacion
de Thitrasla  Secrecion de IL-10 272
estimulacién
de CD40
Inhibiciéon de la
proliferacion
de células T
CD4*
Regulacion de
la respuesta T
hacia un perfil
regulador y

Secrecion de IL-10 285

Secrecién de IL-10

i ) expresion de 277
antiinflamatorio y exp )
Granzima B
tras la
estimulacion
con IL-21

La evidencia disponible hasta el momento parece sugerir que no existe un
compromiso de linaje de células Bregs impulsado por uno o varios factores de
transcripcion especificos, sino que el fenotipo regulador se adquiere en funcién de las
condiciones ambientales”. A pesar de esto, se ha visto mediante andlisis de
metatranscriptomica que, tanto en humano como en ratdn, las células Bregs exhiben
un estado activo de proliferacion y diferenciacidon con mecanismos fuertemente

regulados para su supervivencia y funcion reguladora®’.

6.1.Citoquinas con funcion reguladora
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Dentro de los mecanismos por los cuales las Bregs ejercen su papel
inmunosupresor, los descritos con mas detalles son aquellos mediados por la secrecion
de citoquinas que modulan la respuesta inmunitaria. Entre ellas, las mas destacadas

son IL-10, IL-35, TGF- yla GZMB.

6.1.1.

Las funciones reguladoras de las Bregs estan principal, pero no exclusivamente,

definidas por la secrecion de IL-10*7

. En el contexto del LES, esta citoquina posee un
papel dual. Por un lado, se sabe que es capaz de estimular la respuesta B a nivel
sistémico y favorecer la diferenciacion hacia células plasmaticas y el cambio de isotipo

a nivel de los CGs de forma extrafolicular®***. Por otro, constituye una citoquina

pleiotrépica con potentes efectos tolerogénicos™”.

Dentro de sus capacidades inmunosupresoras se encuentran la inhibicion de la
expresion del MHC-II y de moléculas coestimuladoras de la respuesta inmunitaria, la

supresion de la respuesta Th1 y Th17 y la induccion del fenotipo de células Tregs*>*°-

292

Por esta dualidad en el rango de efectos de la IL-10, la clave de su papel en el LES
podria residir en la temporalidad. En modelos murinos se ha visto que la supresién de
la sefalizacion de IL-10 después del establecimiento de la enfermedad induce la
produccién de autoanticuerpos y empeora la patogénesis®’; por el contrario, el
bloqueo de esta via desde el nacimiento de los animales retrasa el inicio de la
produccion de anticuerpos y la aparicion de proteinuria y glomerulonefritis®*. En base
a estas observaciones se ha hipotetizado que el papel de la IL-10 en la fisiopatologia
del LES podria estar relacionado con las respuestas foliculares y extrafoliculares.
Asumiendo que las respuestas extrafoliculares preceden a las foliculares, el bloqueo
temprano de IL-10 se traduciria mayormente en una inhibicién de la respuesta

extrafolicular y el inicio de la respuesta patogénica de las células B, retrasando asi el

65
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desarrollo de la enfermedad. Sin embargo, en etapas posteriores, cuando la respuesta
folicular se ha desarrollado, el papel de la IL-10 sobre la respuesta extrafolicular ya no
seria tan notable y estaria mayormente dirigido hacia inhibir la respuesta inflamatoria
Thl y Th17. En consecuencia, el bloqueo de IL-10 en este punto acarrearia un

empeoramiento de las manifestaciones fenotipicas™-.

Las células B productoras de IL-10 (denominadas B10) en ratones derivan de los
precursores peritoneales, las células Bla, y, en menor medida, de los precursores B2
del bazo®**7. En humanos, por su parte, las células B10 presentes en sangre periférica

derivan principalmente de células B CD24" CD38" y CD24" CD27*2772%,

6.1.2.

La IL-35 es un heterodimero perteneciente a la familia de la IL-12 implicada en la
regulacion de los fendmenos de autoinmunidad®®**. El principal mecanismo de
actuacion de esta citoquina es la induccién de proliferaciéon en células Tregs y la
inhibicion de la respuesta Th17. Ademas, las células B que secretan IL-35 inducen la
diferenciacion de otras células B hacia un perfil secretor de IL-35, creando un bucle de

retroalimentacion positiva®”.

Estudios recientes han indicado que las células plasmaticas que secretan IL-35 son
clones diferentes de las que secretan IL-10, sugiriendo diferentes mecanismos de

regulacién para la secrecion de una u otra citoquina®®.

6.1.3.

El TGF-B producido por las Bregs estd implicado en una amplia gama de procesos
bioldgicos como consecuencia de la ubicua expresion de su receptor en la mayoria de
células somaticas. Entre ellos destaca la regulacion inmunitaria mediante la inhibicion

de la proliferacion celular®®"",
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En el caso de las Bregs, el TGF-B esta mayormente dirigido a células T
proinflamatorias, teniendo ademas la capacidad de inducir la diferenciacion de células

T CD4" virgenes a Tregs™.

6.1.4.

Las células B productoras de GZMB han sido encontradas en un alto nimero de
contextos inmunoldgicos, como son la leucemia linfocitica cronica de células B,
infiltrados de tumores sélidos, enfermedades autoinmunes, infecciones, y en pacientes
tolerantes de trasplantes de rindn. Su presencia se correlaciona con una menor sintesis
de citoquinas proinflamatorias mediante la inhibicién de la activacion de células

dendriticas, células T y otras poblaciones de células B**-%,

6.2.

Laliteratura disponible parece indicar que cualquier célula B tiene la potencialidad
de diferenciarse a una célula B reguladora en respuesta a la estimulacion adecuada'®.
Dentro de los factores ambientales, la microbiota se ha propuesto como un estimulo
muy importante en la inducciéon de Bregs, pues la eliminacién de la microbiota
intestinal con antibidticos induce en ratones MRL/lpr una dramatica reduccion en la
frecuencia de esta subpoblaciéon y una intensificacion de la enfermedad®®. La
suplementacion de forma oral con ADN bacteriano en estos y otros ratones induce un

incremento en la abundancia de células Bregs en el bazo ylos mLN y una concomitante

atenuacidén de las manifestaciones del LES'®.

La induccién de un fenotipo regulador por parte de la microbiota en las células B
sigue una dindamica temporal altamente regulada a nivel intestinal. Se ha visto en
ratones GF que la colonizacién con un consorcio de bacterias no patogénicas induce
en un primer momento la expresion de genes de citoquinas proinflamatorias como son
el TNF-a o el IFN-y. Tras esto, se incrementa de forma progresiva la sintesis de IL-10,

lo cual limita la expresion de las citoquinas proinflamatorias, evitando que la respuesta
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inmunitaria se exacerbe. A pesar de que en este contexto se induce la expresion de
otras moléculas reguladoras, se sabe la inflamacion se regula mayormente porla IL-10
cuya sintesis puede estar mediada por la activacion bacteriana de los TLRs*%. No
obstante, las bacterias intestinales también pueden inducir la diferenciacién hacia un
fenotipo B10 de forma TLR-independiente, mediante la induccién de la secrecion de
IL-6 y IL-1P por CDs y macrofagos®®.
En paralelo, las bacterias pueden modular la diferenciacion hacia células Bregs
309

mediante sus metabolitos, pues se ha visto que los SCFAs, y en especial el acetato®”,

pueden inducir un aumento de la produccion de IL-10 por las células B*®.

Finalmente, los plasmablastos y las células plasmaticas productoras de IL-10
generadas en el intestino por acciéon de la microbiota ejercen funciones regulatorias
durante procesos inflamatorios autoinmunes®’. De especial interés, las células
plasmaticas IgA* que parecen originarse en la lamina propia del intestino viajan a sitios

inflamados lejos del intestino y atentian la inflamacion®.
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HIPOTESIS Y JUSTIFICACION

El LES constituye una enfermedad altamente heterogénea en la que factores
genéticos y ambientales interactian provocando un cuadro de desregulaciones
inmunoldgicas, inflamacion persistente y daiio multiorganico. La inclusién en 2019 de
la presencia de ANAs como criterio diagndstico de LES supuso un primer paso en la
eliminacion de la alta diversidad observada entre pacientes. Sin embargo, este rasgo
no es exclusivo del LES, por lo que la ausencia de criterios diagndsticos especificos
sigue suponiendo una fuente de variabilidad dentro de las manifestaciones observadas
entre los pacientes de LES. Como consecuencia, se carecen de tratamientos efectivos
en la cura y el manejo de esta enfermedad a largo plazo, lo cual supone una brecha

considerable en el sistema de cuidado y atencion de los pacientes de LES.

Los estudios dirigidos a superar esos desafios han identificado numerosos alelos
de riesgo en genes de susceptibilidad y diferentes factores ambientales de
susceptibilidad al LES. Entre ellos, el gen Bankl se ha asociado con el desarrollo de
LES en estudios de pacientes y en modelos murinos de la enfermedad, tanto
espontaneos como inducidos. De forma adicional, en los dltimos afios la microbiota
intestinal ha sido reconocida como uno de los factores con notable desregulacion en
un amplio espectro de enfermedades autoinmunes, incluido el LES. A pesar de dichos
avances, la manera en la que ambos factores interactian continda siendo objeto de

investigacidn.

Dentro de los mecanismos propuestos como mediadores entre la composicion de
la microbiota y la actividad inmunitaria en contextos de autoinmunidad se encuentran
las células B reguladoras. La activacion de estas células crea un ambiente

inmunoregulador capaz de controlar la inflamacién y la extension en el tiempo de la
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respuesta inmunitaria. En pacientes de enfermedades autoinmunes, esta subpoblacién
presenta una notable disminucidén en nimero y funcionalidad, y se ha visto que su

activacion puede ser regulada por la microbiota intestinal

Dado lo anterior, la hipotesis central de este trabajo es que la composicion de la
microbiota intestinal podria ser uno de los mecanismos efectores por los cuales el
fondo genético podria estar modulando el cuadro de LES. Segtn dicha hipétesis, se
propone ademas en este trabajo que perfiles concretos de microbiota intestinal podrian
actuar como inductores fuertes o débiles de células B reguladoras, mejorando o
empeorando de esta forma la activacion de la respuesta inmunitaria persistente
caracteristica del LES. Siguiendo esta premisa, la modificacion de la composicion de
la microbiota de forma exdgena podria ser una via de regulacion del fenotipo de LES,
abriendo asi la posibilidad a nuevas terapias para el manejo de esta enfermedad de

forma concomitante a los tratamientos bioldgicos.
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OBJETIVOS

El objetivo principal del presente trabajo es dilucidar la contribucion de la
composicion de la microbiota y el fondo genético en el desarrollo del LES. Para ello, se
hara uso de dos modelos murinos de ratéon mediados por la sefializacion de TLR7, con

la implementacion de técnicas de andlisis y modificacion de la microbiota.
Definido el objetivo principal, se definen los siguientes objetivos especificos:

Caracterizar las manifestaciones a nivel intestinal en ratones con lupus usando
un modelo experimental mediado por la activacion de TLR7.
Analisis de las alteraciones en la permeabilidad intestinal.
Estudio de los cambios en la respuesta B en el tejido linfoide intestinal a nivel
celular y humoral.
Estudiar los cambios en la microbiota intestinal asociados al desarrollo de la
enfermedad mediada por TLR7.
Estudiar la contribucién de Bankl en el desarrollo de lupus en un modelo
murino mediado por la actividad de TLR?7.
Medida de las variaciones en la respuesta inmunitaria celular y humoral de
las células B en condiciones basales a nivel intestinal.
Analisis del fenotipo desarrollado tras la inducciéon de lupus en ausencia de
Bank1 a nivel sistémico e intestinal.
Caracterizacion de la microbiota intestina tras la eliminaciéon de Bankl en
ratones en homeostasis y ratones con lupus.
Analizar el efecto de Bank1 en la induccion de células B productoras de IL-10
en condiciones basales y tras el desarrollo de un fenotipo de lupus.
Estudiar el efecto de la microbiota en la modificacion de la respuesta
inmunitaria intestinal y en la inducciéon de células B secretoras de IL-10 en
diferentes fondos genéticos.
Evaluacion de las manifestaciones sistémicas e intestinales en ratones

littermates 'y single cage.
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Analisis de la respuesta inmunitaria hacia la microbiota en ratones littermates
y single cage.
Evaluacion de la induccion de células B productoras de IL-10 en ratones de
diferente genotipo con microbiota normalizada.
Identificar con mayor detalle aquellas especies bacterianas capaces de inducir
en células B no diferenciadas la sintesis de IL-10.
Analisis de la capacidad de Pdistasonis en la modificacion de la respuesta
inmunitaria en ratones con lupus.
Estudio de los efectos de la suplementacion con Pdistasonis en la

diferenciacion de células B hacia un fenotipo secretor de IL-10.
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1. Modelos de experimentacion.

1.1.

Los experimentos que involucraron el uso de animales de experimentacion se
llevaron a cabo siguiendo las directrices y politicas dictadas por la Ley 53/2013. Todos
los protocolos fueron previamente aprobados por el comité ético de la Junta de
Andalucia y el Ministerio espafiol de Agricultura para el uso y cuidado de animales

(Proyecto 06/03/2020/035, concedido a Maria Morell-Hita).

1.2.
1.2.1.

Los ratones C57BL/6] no modificados genéticamente (WT, del inglés wild type)
fueron comprados de los laboratorios comerciales Charles River, y los ratones BankI
" (referidos en este trabajo como B1KO) fueron un regalo del Dr. T. Kurosaki (Instituto

RIKEN, Kioto, Japon).

Los ratones modificados genéticamente para la sobreexpresion de TIr7 (referidos
en este trabajo como TLR7Tg) se obtuvieron de la Dra. Darise Farris, de la Fundacion
de Investigacion médica de Oklahoma (Oklahoma Medical Research Foundation), en
Estados Unidos. Estos ratones fueron creados y mantenidos sobre un fondo genético
C56BL/6], y corresponden concretamente a la cepa de ratones transgénicos
TLR7.Tg.6>'%. La generacion de estos animales se llevé a cabo mediante el uso de un
constructo RP23-139P21 BAC compuesto de los genes Tlr7, Tlr8 y Tmsb4x, donde los
primeros 83Kb fueron reemplazados por un casete de neomicina para permitir la

expresion exclusiva del gen Tlr7. La version final del constructo fue inyectada en
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cigotos derivados de ratones C57BL/6], generandose 6 subcepas con diferentes
nimeros de copias del gen Tlr7. La cepa TLR7.Tg.6 resulté una fenocopia de los
ratones con el locus Yaa, con un nimero de copias de Tlr7 que oscilaba entre 9y 16 en
el cromosoma Y. Esta modificacion genética resulta en un incremento de entre 4 y 9

veces de los niveles de ARNm de Tlr7 en los machos de este modelo.

Los ratones B1KO se cruzaron con los ratones TLR7Tg para obtener ratones

TLR7Tg/B1KO.

1.2.2.

Los animales fueron alojados y criados en condiciones libres de patogenos
especificos (SPF del inglés specific pathogen free) en las instalaciones del Centro de

Investigacion Biomédica de la Universidad de Granada.

Todos los ratones fueron mantenidos en jaulas con aire filtrado renovadas una vez
por semana por personal capacitado. En ellas, los animales tenian acceso a comida
estandar comercial y agua estéril ad libitum, y se mantuvieron en condiciones estandar
de temperatura (20-26°C) y humedad (45-55% de humedad relativa). Sus ritmos
circadianos se regularon mediante condiciones de luz diurna con ciclos de luz-

oscuridad de 12 horas.

1.3.
1.3.1.

En los ratones TLR7Tg y TLR7Tg/B1KO, el lupus se desarrolld de forma
espontanea con el tiempo hasta alcanzar el punto de sacrificio a las 30-32 semanas de
vida. Estos ratones no experimentaron ningun tipo de tratamiento a lo largo de su
vida. A modo de controles de este modelo se utilizaron ratones WT macho sin

enfermedad sometidos unicamente a los procesos naturales de envejecimiento®'2.

1.3.2.
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El modelo inducido por el agonista de TLR7 IMQ se desencadend en ratones
macho WT y B1KO alas 12 semanas de edad. A partir de este punto, el IMQ se aplicd
topicamente en su formulacion de Aldara® o Zyclara®, ajustando la dosis para que cada
raton recibiera 1.25 mg de IMQ/dosis. El tratamiento consistié en tres
administraciones por semana en dias alternos de forma tdpica en la oreja izquierda

durante 8 semanas, y los ratones fueron sacrificados a las 20 semanas de edad.

Para este modelo se usaron homélogos WT y BIKO que se dejaron envejecer hasta

las 20 semanas sin recibir IMQ a modo de control (ratones no tratados).

1.3.3.

Con el objetivo de analizar el papel de la microbiota en la regulacion del desarrollo
de lupus, se desarrollé el modelo agudo de aplicacion de IMQ en ratones littermates
portadores de la microbiota asociada a los ratones B1KO. Para ello, se cruzd una
hembra BIKO con un macho WT (linea parental, P) y se cruzaron entre si las crias de
la F1, las cuales eran heterocigotos para Bank1 (Bank1*"). El resultado de los cruces de
F1 X F1 generd las crias F2, las cuales fueron genotipadas a las tres semanas de edad y
destetadas a las cuatro semanas de edad. Siguiendo la segregacién mendeliana, entre
las crias de la F2 se obtuvieron ratones Bank1** (WT), Bank1*" (heterocigotos, HET)
y Bank1” (B1KO), todos ellos portadores de una microbiota asociada a B1KO. Las
crias de F2 fueron distribuidas uniformemente en las cajas de destete asegurando la
representacion de, al menos, un ratén de cada genotipo por caja. Para este modelo se
usaron como animales control homoélogos WT y B1KO tratados y no tratados criados
en jaulas separadas y provenientes de padres homocigotos (ratones single cage) para

mantener la microbiota intestinal asociada a cada genotipo por separado.

1.3.4.

Para el modelo de suplementacion con P. distasonis se disefid una cinética de

administracion por via oral de 10° unidades formadoras de colonias (UFC) de P
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distasonis de forma diaria desde las 9 semanas de edad a ratones WT y B1KO. Esta
suplementacion se mantuvo durante el periodo de IMQ en el grupo designado para
recibir tratamiento, y durante la misma ventana temporal en los ratones no tratados.
Ademas, se establecié como control un grupo de ratones homdlogos tratados con IMQ
que recibieron de forma oral la solucién usada para la diluciéon de las bacterias( (PBS

1x).

1.4.

Para los analisis de seguimiento temporal de la composicion de la microbiota y la
respuesta en suero, se realizé una toma de muestras fecales y de sangre a diferentes

puntos de edad en los ratones in vivo en cabina de flujo.

En estos procedimientos, los ratones fueron anestesiados con ketamina a
100mg/kg de peso y xilazina a 5mg/kg de peso diluidas en PBS 1x para posteriormente
recolectar sangre de la vena safena mediante el uso de capilares Microvette ° (Sarstedt).
Dichas muestras de sangre se dejaron coagular durante toda la noche a 4°C y fueron
centrifugadas al dia siguiente a 9560g durante 10 minutos a 4°C para la obtencién de

suero. Los sueros se almacenaron a -20°C hasta su uso.

La recoleccion de muestras de heces se realizdé mediante el uso de tubos
Eppendorf® de 2ml de capacidad. Para ello, se inmovilizé al ratén y se estimul6 la
excrecion mediante masaje abdominal, momento tras el cual la muestra fecal fue
directamente recogida en el tubo. Las muestras de heces se mantuvieron a -20°C hasta

su procesamiento.

1.5.

El estado de la barrera intestinal fue evaluado mediante la medida de la
permeabilidad in vivo. Con este fin, se usé un dextrano de 4KDa (Sigma) acoplado a

la molécula de isotiocianato de fluoresceina (FITC), siguiendo el protocolo definido
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por Zegarra-Ruiz D.E et al '7®. Los ratones se mantuvieron en ayunas de comida y agua
durante 4 horas, periodo tras el cual se pesaron y se les administrd por via oral el
dextrano a una dosis de 250mg/kg de peso, disuelto en PBS 1x (Gibco). En este
momento, se restauro el acceso al agua y, 3 horas después, se realizé una extraccion de

sangre de la vena safena.

Tras la coagulacion de la sangre y la obtencion del suero, las muestras se diluyeron
1:4 en PBS 1x y se midio el nivel de fluorescencia usando un lector de placas Infinite
200Pro con longitud de onda de 485 nm para la excitacion y 528 nm para la emision.
Los valores obtenidos se interpolaron en la ecuacion de regresion lineal resultante de

la medida de fluorescencia en muestras de concentracion conocida (recta patron).

1.6.

La realizacion del sacrificio de los animales se hizo siempre en cabina de flujo
previamente desinfectada y tras anestesiar a los ratones como ya se ha descrito. Tras
asegurar el estado de inconsciencia y anestesia de los animales mediante puncién en
los nervios plantares de las patas traseras, el primer paso a realizar fue la extraccion de
sangre mediante exanguinaciéon por puncién cardiaca usando jeringas de 1 ml
(Terumo) acopladas a agujas de 25G (BD Microlance). Tras este paso, se realizé un
corte longitudinal en el abdomen para levantar, primero la capa de piel v,
posteriormente, el tejido peritoneal. Expuesto el interior del animal, se accedi6 al
corazdn y se realiz6 una perfusion corporal con 20-25 ml de PBS 1x estéril usando
para ello jeringas de 20 ml (Terumo) acopladas a jeringas de 21G (BD Microlance).
Tras asegurar que el volumen de sangre corporal hubo sido eliminado, se procedi6 a
la extraccion de intestino completo (incluyendo tejido linfoide y adiposo mesentérico),

bazo y rifién y su conservacion en DMEM (Gibco) a 4°C hasta el procesamiento.
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2. Procesamiento de organos y tejidos.
2.1.

El bazo fue procesado mediante disgregacion fisica usando mallas de 100 um. Las
células resultantes se recogieron en medio DMEM vy se lavaron dos veces con PBS
1x/EDTA 2 mM/ seroalbimina bovina (BSA, del inglés bovine seroalbumin, Sigma-
Aldrich) 0.5% mediante su centrifugado a 300g durante 10 minutos a 4°C. Tras este
proceso, se plaquearon 100 pl por cada pocillo de una placa de 96 para su tincién por

citometria de flujo.

2.2.

Para el procesamiento del tejido intestinal se separ6 primero la grasa mesentérica
del resto del tubo intestinal y se escindieron los ganglios linfaticos, todo ello en una

placa de Petri con HBSS 1x (Gibco) frio.

Para la obtencion de células de la lamina propia del intestino delgado y de las
placas de Peyer, inicialmente se separé la porcion distal, correspondiente al intestino
grueso y el ciego, que se desecharon. El intestino delgado se vacié con ayuda de unas
pinzas de punta plana primero y enjuagues de HBSS 1x después, y se fueron separando
las placas de Peyer encontradas en la periferia del tubo intestinal durante este proceso.
El tejido resultante de intestino delgado, correspondiente a la lamina propia, se abrid
longitudinalmente y se troced en porciones de alrededor de 0.5 cm. Las células
epiteliales se eliminaron mediante tres incubaciones sucesivas del tejido en 20 ml de
HBSS 1x con 4cido etilendiaminotetraacético (EDTA) 5mM, cada una de ellas de una
duracién de 10 minutos a 37°C. Tras esto, el tejido de la lamina propia intestinal, asi
como las placas de Peyer obtenidas en los pasos iniciales, se sometieron a una digestion

enzimatica con colagenasa D (0.25 mg/ml) y ADNasa (0.05 mg/ml) (Roche) a 37°C.
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Transcurrido este tiempo, la reaccion se frené mediante la duplicacion del volumen de
digestion con PBS 1x/EDTA 2 mM/ BSA 0.5% y se obtuvo la solucién celular mediante
el filtrado de la ldmina propia intestinal por mallas de 100 y 40 um, y de las placas de
Peyer por mallas de 40 pm. Los ganglios linfaticos mesentéricos no se sometieron a
digestion enzimatica, ya que la disgregacion fisica usando mallas de 40 pm fue
suficiente para liberar las células de la matriz y conseguir una solucién celular

homogénea.

2.2.1.

Para el analisis mediante inmunofluorescencia y microscopia confocal del
intestino delgado, se destin6 una porcion distal de aproximadamente 2 cm del ileon.
Este fragmento del tubo intestinal fue vaciado, limpiado y abierto longitudinalmente
tal y como se ha descrito en la seccion anterior. El tejido fue fijado brevemente en
paraformaldehido (PFA) al 4%, durante 30 segundos, lavado con PBS 1x y embebido
en un bloque de OCT (Tissue-Tek). Para evitar la formacion de burbujas de aire en la
congelacion del OCT que podrian degradar porciones de la muestra, los bloques se
congelaron de forma rdpida mediante su inmersiéon en metilbutano mantenido en

hielo seco.

De los bloque resultantes de la inclusion del tejido se cortaron secciones de 8 pm
con un microtomo que fueron tefiidas con anticuerpos monoclonales acoplados a
fluorocromos. Para ello, las secciones se hidrataron de forma doble durante 20 minutos
cada vez: en TBS 1x inicialmente y en TBS 1x/Tween 20 (Sigma-Aldrich) 0.05% (TBS-
T) a continuacién. Las secciones se bloquearon con una solucién compuesta de TBS-
T con BSA 5%, anti-CD16/CD32 a 2mg/ml y suero de la especie productora de los
anticuerpos de tincion al 10% (rata y raton, en este caso). El bloqueo se llevé a cabo
durante 30 minutos a temperatura ambiente en una camara himeda, periodo tras el

que las laminas se lavaron brevemente en TBS-T y se incubaron con anti-EpCam APC
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diluido 1:500 (Invitrogen) y anti-Claudina 1 Alexa Fluor 488 diluido 1:50 (Invitrogen)
o anti-ocludina Alexa Fluor 594 diluida 1:100 (Invitrogen) durante la noche a 4°C en

oscuridad.

Al dia siguiente, se llevo a cabo la tincion de los nicleos mediante la tincion de las
laminas con Hoechst 33342 (1 uM, Sigma-Aldrich) durante 5 minutos a temperatura
ambiente. La preparacion de las laminas para su visualizacion se llevd a cabo
afladiendo 10-15 ul del medio de montaje SlowFade Diamond (ThermoFisher
Scientific) y colocando un cubreobjetos en la superficie de la laminilla. Tras eliminar
las burbujas de aire creadas en el medio de montaje de forma cuidadosa, se capturaron
las imagenes de los tejidos utilizando un microscopio de barrido laser Zeiss 710, un
objetivo de inmersién en aceite Zeiss Plan-Apochromat 63X/1.40 NA DIC M27
(pinhole de apertura = 1.0 Unidad Airy), un objetivo Zeiss Plan-Apochromat 20X/0.8
NA y el software Zeiss ZEN 2010. La fluorescencia se adquirié secuencialmente
utilizando diferentes laseres para la excitacion y diferentes fotomultiplicadores para la

deteccion de todas las sefales de fluorescencia.

2.3.

Tras el sacrificio, se extrajo el rindn derecho de los ratones y se fijé en PFA al 4% a
4°C durante 48 horas. Para la inclusion del tejido en parafina, se comenzd por una
incubacion del tejido en formaldehido durante una hora, seguida de una de 45 minutos
en etanol. Tras esto se realizaron incubaciones sucesivas de una hora en soluciones de
etanol de concentraciones crecientes hasta alcanzar etanol absoluto, terminando con
una udltima incubacién de una hora en xileno antes de la inclusion del tejido en

parafina.

2.3.1.

Creado el bloque, se realizaron cortes de 3 um de grosor y las secciones se tifieron

con los reactivos de acido peryoddico-Schiff (PAS, del inglés Periodic acid Schiff).
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Brevemente, esta tincion incluye incubaciones sucesivas de cinco minutos en xileno,
etanol al 70% y agua destilada, tras lo que las laminillas se ponen en contacto con el
acido peryddico al 0.5% a temperatura ambiente durante 25 minutos. Posteriormente,
las laminas se tifien con el reactivo de Schiff durante 40 minutos a temperatura
ambiente y se lavan con agua corriente para realizar un contraste final de 5 segundos

con hematoxilina.

2.3.2.

La caracterizacion del dafo renal se llevd a cabo mediante una evaluacion ciega
de las micrografias dpticas a 10X de, al menos, cinco imagenes de cada muestra. En
funcién de las alteraciones que se encontraran en las laminillas analizadas, se asigné
un valor de puntuacién glomerular, usando asi un sistema semicuantitativo de la

magnitud de la lesion.

Las imagenes que presentaban hipercelularidad mesangial o endocapilar se
evaluaron como grado 1. A las imagenes con estructuras de ‘medias lunas’ o ‘asas de
alambreé), indicadores de depositos subendoteliales de inmunocomplejos, en menos de
un 50% de los glomérulos analizados se les asigné una puntuacién de 2. Cuando estas
estructuras se observaron en un 50% o mas de los glomérulos analizados, o cuando se
encontraron alteraciones en los bucles capilares en menos de un 50% de los
glomérulos, la imagen se catalogé de grado 3. Silos bucles capilares de un 50% o mas
de los glomérulos estudiados presentaban alteraciones en ausencia de tejido cicatricial
ni dafo tubular notable, la puntuacion fue de 4. Por ultimo, aquellas imagenes con
necrosis celular, tejido cicatricial y dafio tubular remarcable se clasificaron en el
grado 5. Todas las micrografias que presentaron una estructura normal de
glomérulos, sin infiltracion, hipercelularidad o deformacion de los espacios

intersticiales fueron definidas como grado 0.
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24.

La materia fecal se disolvio en PBS 1x estéril a una concentracion de 100 mg de
heces/ml PBS. La solucién resultante se centrifugé a 187g durante 10 minutos a 4°C
para eliminar los restos de alimentos no digeridos, paso tras el cual se seleccion6 el
sobrenadante, que contenia las bacterias, y se descarto el sedimento. Las bacterias
fecales se centrifugaron a 2020g durante 10 minutos a 4°C y el sobrenadante resultante
se transfirié a un tubo independiente donde se mezcl6 con un cdctel de inhibidores de
proteasas (Roche) siguiendo las instrucciones del fabricante, y se almacend a -20°C

para la medida de IgA no unida a bacterias por ELISA.

Las bacterias se lavaron dos veces con 0.5 ml de PBS 1x al 1% de BSA estéril para

su analisis.

3. Ensayos celulares.
3.1.

Los experimentos que incluyeron el uso de bacterias de la cepa B. acidifaciens o P.
distasonis se llevaron a cabo gracias a la colaboracion con el Dr. Abelardo Margolles
del Instituto de Productos Lacteos de Asturias. En su laboratorio, se crecieron las cepas
de B. acidifaciens DSM15896 y P. distasonis DSM20701, obtenidas inicialmente del
Instituto aleman Leibniz DSMZ en consorcio con la Coleccion de Microorganismos y

Cultivos Celulares GmgH.

Para el cultivo de B. acidifaciens se usé un medio al 50% (relacion volumen-
volumen, v/v) de medio de infusioén cerebro-corazén (Oxoid Ltd) y un 50% (v/v) de
medio clostridial reforzado (Oxoid Ltd), suplementado con un 5% (v/v) de suero fetal

bovino inactivado por calor (Sigma). La cepa de P. distasonis se crecié en el medio
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anaerobico Gifu (HiMedia Laboratories). El proceso de cultivo fue similar para ambas
bacterias, iniciandose con un cultivo en superficie de placas de agar a 37°C en camara
anaerdbica MG500 (Don Whitley Scientific; atmdsfera compuesta por 10% (v/v) de
H,, 10% de CO,y 80% de N,) durante 48 horas. Transcurrido este periodo, las UFC,
visiblemente aisladas sobre la placa de agar, se inocularon en medios liquidos y se
incubaron por la noche, dando lugar a los precultivos usados para la preparacion de

los caldos de cultivo en volimenes mayores, suplementados con trehalosa.

Los resultados de esta proliferacion y sobrecrecimiento bacteriano posibilitaron la
creacion de un almacenaje de bacterias que se conservo a -80°C hasta su uso. Ademas,
en estos procesos, la identidad de los diferentes grupos de bacterias fue confirmado

mediante la secuenciacion del gen 16S de ARNT, utilizando las secuencias iniciadoras:

27F%° 5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3.
1429R% 5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3.
3.2.

Este trabajo tiene un alto componente de caracterizacion molecular de superficie
e intracelular en células inmunitarias de ratén y en células bacterianas. Este proceso se
ha llevado a cabo por técnicas de citometria de flujo, mediante el marcaje con
anticuerpos monoclonales y la adquisicién en un citémetro Canto II (BD) o un

citémetro FACSymphony (BD) y su posterior analisis utilizando los software FlowJo.

En los analisis relativos a células inmunitarias se adquirieron un total de 100.000

eventos, y en el caso de las bacterias, 300.000 eventos.

3.2.1.

La tincién de células inmunitarias obtenidas de bazo, lamina propia intestinal y
placas de Peyer se realizé en placas de 96 pocillos. Inicialmente, las células se tifieron

con el marcador de viabilidad Aqua (ThermoFisher Scientific) a una dilucién 1:1000
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en PBS 1x, paso tras el que se bloquearon con el anticuerpo anti-CD16/CD32
(Biolegend) a una dilucién 1:100 en PBS 1x/EDTA 2 mM/ BSA 0.5% para evitar que
los receptores de fraccion constante generaran uniones inespecificas con el resto de los

anticuerpos.

Realizado este paso, se procedié a la tincion de proteinas de membrana de las
células mediante el marcaje con anticuerpos monoclonales. Para la tinciéon de
moléculas intracelulares, las células se permeabilizaron mediante el reactivo
Cytofix/Cytoperm de BD vy se tifieron con los anticuerpos monoclonales de interés. En
la Tabla 5 se detallan todos los anticuerpos usados para la tincion de células

inmunitarias y su caracterizaciéon molecular.

Tabla 5.Anticuerpos monoclonales usados para la caracterizacion molecular de las
células inmunitarias. Listado de anticuerpos usados de forma combinada en paneles de
caracterizacion celular para estudiar los marcadores de superficie e intracelulares de las células
inmunitarias de ratdn.

Caracterizacion de células inmunitarias

Diana Fluorocromo Clon Casa comercial
CD19 FITC/BV605 6D5 Biolegend
B220 eF450/PE-TxRed/FITC RA3-6B2 Biolegend
CD45 APC 30-F1 Biolegend
TCR PerCP Cy5.5 H57-597 Biolegend
GL7 PE GL-7 Biolegend
CD95 PE-CF594 JO2 Biolegend
IgD PE Cy7 N-26¢ Biolegend
CD3 Pe Cy7 1792 Biolegend
F4/80 PE Cy7 BM8 Biolegend
CD138 PerCP Cy5.5 28 1-2 Biolegend
IL-10 PE Cy7 JES5-16E3 Biolegend
IgA PE F1613-XN79B  Southern Biotech
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Todos los anticuerpos se adicionaron a una dilucién 1:200 en PBS 1x/EDTA 2 mM/
BSA 0.5% y se incubaron con las células en oscuridad durante 15 minutos a 4°C. Entre
cada paso de tincion, las células fueron lavadas con 200 ul de PBS 1x/EDTA 2 mM/

BSA 0.5% mediante centrifugados de 300g de 5 minutos a 4°C.

El inmunofenotipado llevado a cabo en este trabajo se ha centrado principalmente
en el andlisis de células B, para lo cual todas las estrategias de identificacion celular
partieron de la seleccion de los eventos TCR/CD37/F480°. Para la medida de las células
B totales, se seleccionaron aquellos eventos CD19*/B220*, y el analisis de la poblacién
B de centro germinal incluyé aquellas células CD19*/GL7*/CD95*. La
caracterizacion de las células plasmaticas intestinales se subdividio en la
caracterizacion de las células plasmaticas de vida corta productoras de IgA
(B220*/IgA*) y células plasmaticas de vida larga productoras de IgA (B2207/IgA").
Por dltimo, las células B productoras de IL-10 se evaluaron, tanto ex vivo como tras

experimentos de estimulacion in vitro como aquellas células CD19*/B220*/IL-10*.

3.2.2.

Para la caracterizacion del pegado de IgM, IgA e IgG2c circulantes en suero hacia
las bacterias fecales o hacia bacterias B. acidifaciens purificadas, se parti6 de ambas
soluciones de bacterias ajustadas a una concentracion de 4x10° bacterias/ml y se

plaquearon 25 pl (equivalentes a 10° bacterias) en pocillos de una placa de 96.

Para la evaluacion de la respuesta autdloga frente a las bacterias de la microbiota
intestinal, se afladieron 25 pl de suero de ratones WT o TLR7Tg a cada pocillo
conteniendo bacterias aisladas de las heces de su mismo genotipo y se dejaron incubar

durante toda la noche a 4°C.
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En el caso de los experimentos de suero de ratones WT o TLR7Tg con bacterias
purificadas de la especie B. acidifaciens, se us6 el mismo numero de bacterias y se

incubo en las mismas condiciones.

Después de la incubacion, las bacterias se centrifugaron a 1160g durante 5 minutos
a 4°Cy se lavaron con PBS 1x/BSA 1%. Para evitar interacciones inespecificas de los
anticuerpos de deteccion y disminuir el error, se bloquearon las muestras con suero de
la especie productora de los anticuerpos de deteccion, en este caso rata, al 20% en PBS
1x/BSA 1%. Posteriormente, se lavaron las bacterias y se anadieron los anticuerpos de
deteccion de cada isotipo diluidos 1:40 en PBS 1x/BSA 1%. Los anticuerpos usados
para la caracterizacion de las inmunoglobulinas de cada isotipo pegados a las bacterias

totales o a bacterias purificadas de B. acidifaciens se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6.Anticuerpos monoclonales usados para la caracterizacion de los diferentes
isotipos de inmunoglobulinas pegadas a la superficie de las bacterias. Listado de
anticuerpos usados de forma individual para estudiar la respuesta inmunitaria del huésped hacia las
bacterias de la microbiota o bacterias purificadas de la especie B. acidifaciens.

Caracterizacion de inmunoglobulinas en superficie de bacterias

Diana Fluorocromo Clon Casa comercial
IgA PE 1040-09 Southern Biotech
IgM APC n/a eBioscience
IgG2c biotina 1078-08 Southern Biotech
Estreptavidina APC 7105-11L Biolegend
ADN bacteriano FITC SytoBC Invitrogen

Para la deteccion de la IgG2c, se realizé una incubacion extra con estreptavidina
acoplada a APC diluida 1:160 en PBS 1x/BSA 1%. Se realiz6 entonces un lavado y se
tifleron las soluciones bacterianas con 200 ul de SytoBC diluido 1:1000 en PBS 1x/BSA
1%. Finalmente, se fijaron las bacterias con PFA al 2% en PBS 1x durante 30 minutos

a 4°Cyy, tras un lavado, se adquirieron en el citémetro.
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3.2.3.

El analisis de la cobertura de las bacterias fecales por IgA en el tracto
gastrointestinal se llevd a cabo mediante la caracterizacion ex vivo del nivel de
pegado de IgA de las bacterias aisladas de las muestras fecales. Para ello, las bacterias
ya purificadas del contenido fecal se resuspendieron en 100 pl y se transfirieron a
pocillos de una placa de 96, donde fueron centrifugadas a 1160g durante 5 minutos a
4°C. El sedimento bacteriano fue resuspendido y bloqueado mediante la adicion de
200 pl de PBS 1x/BSA 1% con 20% de suero de rata. Nuevamente, con este coctel se
asegura que la union del anticuerpo de deteccion sea especifica y no se den uniones de
baja avidez que puedan generar ruido en la sefial. Las muestras bloqueadas se lavaron
con 200 ul de PBS 1x/BSA 1% y se anadio el anticuerpo anti-IgA APC (eBioscience)
diluido 1:40 en PBS 1x/BSA 1%. Transcurrida esta incubacion, las bacterias se lavaron
nuevamente y se tifieron con 200 pl de SytoBC diluido 1:1000 en PBS 1x/BSA 1%, paso
tras el cual las muestras se fijaron con PFA al 2%, se lavaron por ultima vez y se
resuspendieron en 200 pl para su adquisicion en el citometro. Todas las incubaciones

de este protocolo se realizaron durante 15 minutos a 4°C en oscuridad.

3.2.4.

Para determinar la especificidad de los anticuerpos del suero de ratones TLR7Tg
y WT contra B. acidifaciens se realizé un ensayo de titulacion de sueros frente a dicha
bacteria o frente a una bacteria no relacionada y ausente en la microbiota de ambos
genotipos (P, distasonis), a modo de control negativo. Para ello, se los sueros de ratones
WT o TLR7Tg fueron previamente incubados a 56°C durante una hora para inactivar
el complemento y se diluyeron a titulos de 1:2, 1:5, 1:10 y 1:50 en PBS 1x/BSA 1%. Los
sueros (25 pl) y las bacterias de B. acidifaciens o P. distasonis (10° células microbianas)

se incubaron durante toda la noche a 4°C. Para cada dilucion de suero, se midio el
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pegado de IgM por citometria de flujo como se ha descrito en el apartado 3.2.2, se
calculd la intensidad media de fluorescencia (MFI, del inglés Median fluorescence
intensity) y se determino el area bajo la curva (AUC del inglés Area under the curve)
para cada genotipo con cada una de las bacterias, siguiendo la metodologia descrita

por Danska et al’">.

3.3.

Para los experimentos de aislamiento de células B de los diferentes drganos
linfoides (bazo, placas de Peyer y ganglios linfaticos mesentéricos) se usé el kit de
StemCell para la purificacion de células B de raton Easysep por seleccion negativa,
siguiendo el protocolo y las indicaciones del fabricante. Brevemente, las células se
bloquearon con suero de rata y se incubaron con el cdctel de anticuerpos acoplados a
esferas magnéticas. La combinacién de anticuerpos incluida en el kit asegura la
retencion de células T, células dendriticas y macréfagos hasta conseguir un 94-98% de

pureza de células CD19" en la solucién resultante.

Las células B aisladas se transfirieron al medio de estimulaciéon, compuesto de
RPMI (Gibco), penicilina y estreptomicina, aminodcidos no esenciales y [-

mercaptoetanol.

Para la estimulacién con P. distasonis y B. acidifaciens se pusieron en contacto
10° células purificadas con una u otra bacteria en un ratio de 10 células inmunitarias
por cada célula bacteriana en una placa de 96 pocillos. Este cultivo se mantuvo durante
48 horas, anadiéndose al medio durante las tltimas 4 horas formol-12-miristato-13-
acetato (PMA), ionomicina y monensina a concentraciones de 50 ng/ml, 500 ng/ml y

1 pl/ml, respectivamente.



MATERIALES Y METODOS

4. ELISAs.
4.1.

La evaluacion de los titulos de anticuerpos con reactividad hacia el ADNdc se
llevo a cabo mediante ELISAs desarrollados por el laboratorio. En ellos, placas de 96
pocillos de ELISA (ThermoFisher Scientific) fueron pretratadas con 100 ul de sulfato
de protamina (Sigma) a 500 pg/ml durante 45 minutos a 4°C, tiempo tras el cual se
anadieron 75 pl de ADNdc obtenido de timo de ternero (Sigma Aldrich) a cada pocillo.
Esta solucion se dejo incubar primero a 37°C durante dos horas en agitacion vy,
posteriormente, toda la noche a 4°C, generandose asi la capa de captura del ELISA.
Pasado este tiempo, las placas de ELISA se lavaron 5 veces con PBS 1x con Tween 20
al 0.05%. A la mezcla de lavado de PBS con Tween 20 se hard referencia de aqui en
adelante en este trabajo como PBST. Tras lavar la placa, se anadieron las muestras de
suero a diluciones de 1:2000 en PBST/BSA 1% para la deteccion de los isotipos IgM,
IgG total e IgG2c. Las muestras se incubaron durante dos horas a 37°C, se lavaron dos
veces con PBST y se afadi6 el anticuerpo de deteccidén de isotipo para su incubacién
durante 30 minutos a 37°C. En el caso de la IgG total, se usé un anticuerpo de
deteccion directamente acoplado a la enzima peroxidasa de rdbano picante (HRP, de
sus siglas en ingles Horseradish peroxidase) diluido 1:1000 en PBST/BSA 1% (Southern
Biotech). Para la deteccion de IgG2c se usé un anticuerpo biotinilado diluido 1:1000
en PBST/BSA 1% (Southern Biotech). Terminada esta incubacion, las placas se lavaron
cuatro veces con PBST y se procedi6 a la adicién de la enzima HRP acoplada a
estreptavidina (diluida 1:100 en PBST/BSA 1%, Southern Biotech) solo en el caso de
deteccion de IgG2c, que se dejé incubar con este complejo durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Tras cuatro lavados con PBST, se adiciond a ambas placas el

sustrato colorimétrico de la enzima HRP, el 3,3’5,5-tetrametilbencidina (TMB,
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Invitrogen), a temperatura ambiente. Al entrar en contacto, sustrato TMB sufre una
transformacion catalizada por la enzima HRP por la cual vira hasta el color azul
generando una intensidad directamente proporcional a la cantidad de anticuerpos
unidos al ADNdc del isotipo que se desee medir. Para su cuantificacion, esta reaccion
quimica fue frenada después de 10 minutos mediante la adicion de H,SO, 2N (Sigma).
El cambio del pH en la solucién inhibe la accidén catalitica de la enzima e induce un
viraje de color, dando lugar a un amarillo estable durante, aproximadamente, media
hora. En este punto se midio la densidad dptica (OD, del inglés Optical density) a 450

nm y se elimind la senal de fondo a 570 nm usando un lector de placas Infinite200Pro.

Para el ensayo de inhibicion del pegado de autoanticuerpos al ADNdc mediante
la preincubacién con bacterias, las muestras de suero diluidas 1:1000 en PBST/BSA
1% se incubaron con 25, 10, 5 o 1 x 10* bacterias B. acidifaciens en un volumen total
de 200 pl. Como control positivo, se preincubd el suero con la solucién usada para
realizar las diluciones de las bacterias (PBST/BSA 1%). Se dejo que las
inmunoglobulinas se unieran a las bacterias durante dos horas a 4°C, tiempo tras el
cual se centrifugaron las bacterias a 1160g durante 5 minutos a 4°C y se recolectaron
los sobrenadantes para determinar los niveles de IgM, IgG total e IgG2c por ELISA
de autoanticuerpos, como se ha descrito anteriormente. Los valores de OD se
normalizaron sobre el obtenido con las muestras de suero preincubadas con

PBST/BAS 1% para calcular el porcentaje de inhibicion.

4.2.

La medida de inmunoglobulinas en suero y sobrenadantes fecales para la deteccion
de IgA, IgM, IgG total e IgG2c se llevd a cabo mediante el uso de kits comerciales
(Invitrogen). Brevemente, las placas de ELISA de 96 pocillos se cubrieron con los
anticuerpos de captura de cada isotipo y se dejaron incubar durante la noche a 4°C. Al

dia siguiente, las placas se lavaron con PBST y bloquearon y se afadieron las muestras
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de suero o sobrenadante fecal diluidas en el tampdn indicado en cada kit y se
incubaron en la placa durante dos horas a temperatura ambiente. Las muestras de
suero se diluyeron 1:100 para la deteccion de IgG2a, 1:5000 para la IgG total, 1:50000
para la IgM y 1:500 para la IgA. Los sobrenadantes fecales, por su parte, se diluyeron
1:50 para la medida de IgA libre. Pasadas las dos horas, las placas se lavaron
nuevamente y se adicionaron a cada pocillo los anticuerpos de deteccion
correspondientes, que se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente. A
continuacion, se realizaron cuatro lavados, se anadié el TMB y, pasados diez minutos,
se frend la reaccidon con H,SO, 2N. La OD se midié como se ha descrito en el punto

4.1.

4.3.

Para medir los anticuerpos séricos con reactividad hacia las bacterias fecales de
isotipo IgM, IgA, e IgG2c, se procesaron 150 mg de heces de ratones WT o TLR7Tg
en PBS 1x estéril que fueron seguidamente filtradas por mallas de 40 um. El
homogeneizado se procesd como se ha descrito en el punto 2.4 para aislar las bacterias,
las cuales fueron sometidas a un proceso de inactivacion por calor mediante su
incubacién a 85°C durante una hora. Con este paso se asegurd que todos los pocillos
contuvieran, una vez plaqueadas, el mismo niimero de bacterias durante el desarrollo
de todo el experimento, sin fendmenos de proliferacion. El resultado de esta
inactivacion se llevd a un volumen final de 20 ml, del cual se plaquearon 100 pl en cada
pocillo usando placas de ELISA de 96 pocillos. Para su asentamiento y pegado al fondo
de la placa, se incubaron durante toda la noche a 4°C y, a la mafana siguiente, se
lavaron cuatro veces con PBST. En este punto se anadieron las muestras de suero
diluidas en PBST/BSA 1% a 1:400 para la deteccion de IgM, 1:20 para IgG2c y 1:100

para IgA, y se incubaron con las bacterias durante toda la noche a 4°C. Los sueros de
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ratones WT o TLR7Tg se pusieron en contacto con bacterias asociadas a su mismo
genotipo (ELISA autdlogo) o al genotipo del otro grupo (ELISA heterdlogo), con el
objetivo de comparar el pegado de una misma muestra de suero hacia sus propias

bacterias o al perfil de bacterias del grupo con el que se quiere comparar.

Tras la incubacion de los sueros con las bacterias fecales, se lavaron las placas
cuatro veces con PBST y se afiadieron los anticuerpos de deteccion acoplados a HRP
diluidos en PBST/BSA 1% a una diluciéon de 1:6000 para IgM (BD Biosciences),
1:10000 para IgG2c (Southern Biotec) y 1:6000 para IgA (Southern Biotec). Estos
anticuerpos se incubaron durante una hora y media a temperatura ambiente, tras lo
cual las placas se lavaron, se revelaron con TMB seguido de H,SO4 y se midié la OD

como se ha descrito en el punto 4.1.

5. Analisis de la composicion de la microbiota.

5.1.

5.1.1.

En este trabajo se llevd a cabo de forma adicional un andlisis por citometria de
flujo de la microbiota intestinal adaptado de la metodologia desarrollada por Chang
H-D. et al (38705607), gracias a una estancia de tres meses en el Centro de

Investigaciones Reumaticas Aleman (DRFZ, Berlin).

Para ello, las muestras fecales obtenidas de los diferentes modelos usados en el
centro de investigacion de origen en Granada se enviaron a Berlin a -80°C para su
procesamiento. Las muestras se descongelaron en hielo, se pesaron y se
homogenizaron en PBS 1x a una concentraciéon de 1mg/ml. La materia fecal se filtro

por una malla de 30 um y se transfirié a un tubo Eppendorf de 2 ml. Las bacterias en
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solucién se centrifugaron a 1160g durante 15 minutos a 4°C vy, tras descartar el
sobrenadante, se resuspendieron en 1 ml de PBS1 x/NaCl al 0.9%. La concentracion
bacteriana de las diferentes muestras se normalizé mediante la medida de la densidad
6ptica a 600 nm a una dilucién 1:20 en PBS1 x/NaCl al 0.9%. La OD obtenida se ajustd
a 0.4 usando la siguiente formula:

ODgeseada X 1000

OD600 nm

= volimen (ul) de solucién bacteriana/ml

Tras determinar el volumen original de suspension de bacterias necesario, las
muestras se llevaron a 1 ml de volumen final usando medio de congelacion estéril

(medio Luria Broth al 40% de glicerol) y se congelaron a -80°C hasta su tincion.

5.1.2.

La tincion de las bacterias se realizé en tandas de entre 20 y 25 muestras por dia.
Para eliminar la posible variabilidad entre muestras procesadas en diferentes dias
derivadas de factores experimentales (denominada comunmente como batch effect),
se organizaron las muestras de forma que cada dia hubiera representacién de todos los

grupos analizados.

Siguiendo esta organizacion, el descongelado de las muestras en hielo se facilité
mediante la adicion de 1 ml de PBS 1x estéril a temperatura ambiente y las bacterias se
centrifugaron a 1160g durante 15 minutos a 4°C y se resuspendieron en 100 pl de
anticuerpo bloqueante de las regiones Fc anti-CD16/CD32 al 0.2% en PBS 1x/BSA 2%/
ADNasa 0.25 pg/pl (mezcla referida como PBD en los siguientes pasos). Esta
incubacién se llevé a cabo durante 10 minutos a temperatura ambiente, y
seguidamente se lavaron las bacterias con 1 ml de PBD. Las bacterias bloqueadas se
resuspendieron en 50 pl y se transfirieron 5 pl de ese volumen para la tincion de los
paneles usados para la caracterizacion de la respuesta inmunitaria (panel de

inmunoglobulinas) y para la caracterizaciéon de azucares de superficie (panel de
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lectinas). Los anticuerpos y lectinas incluidos en cada panel, asi como la

concentracion, clon y casa comercial de cada uno de ellos, se detalla en la Tabla 7.

Las diluciones de los diferentes anticuerpos monoclonales y lectinas se prepararon,
para cada panel, en un volumen de 95 pl y se incubaron con 5 pl de bacterias, creando

asi un volumen final de 100 pl que se incubé durante 30 minutos a 4°C en oscuridad.

Tras esta incubacidn, se afiadié a cada muestra 1 ml de Hoechst 3342 5 uM en PBD,
y se incubaron las bacterias durante otros 30 minutos en las mismas condiciones.
Finalmente, los tubos se lavaron con 2 ml de PBS 1x/BSA 2% y se resuspendieron en 1

ml de PBS 1x para su adquisicion en el citometro.

Tabla 7.Moléculas usadas para los paneles de la caracterizacion de la microbiota

por citometria de flujo. Panel de inmunglobulinas: listado de anticuerpos monoclonales usados
para la caracterizacion del pegado de inmunoglobulinas de ratén en la superficie de las bacterias
fecales. Panel de lectinas: listado de lectinas con reactividad a diferentes patrones de glucosilacién
usados para la evaluacion de la presencia de estas estructuras en la superficie de las bacterias fecales.
PNA: aglutinina de cacahuete (del inglés Peanut agglutinin); ConA: concanavalina A; WGA:
aglutinina de germen de trigo (del inglés Wheat germ agglutinin); STL: lectina de solanum tuberosum
(del inglés solanum tuberosum lectin).

Caracterizacién de superficie de bacterias fecales

Diana Fluorocromo Concentracién  Clon Casa comercial
. A90-
IgA Dylight650 2.5 pg/ml 103D5 BETHYL
IgG total aF488 10ug/mi ATIO01 Invitrogen
PNA FITC 5ug/ml 29060 Biotium
ConA APC Sug/ml 290120' Biotium
WGA PE 2.5 pg/ml 29(176' Biotium
e Vector
STL biotinilado 5pg/ml B-1165 Laboratories/Biozol
Estrept. PerCP 20pg/ml I?I80E37_ Miltenyi Biotech
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A modo de control interno, una de las muestras procesadas se incluyo en cada dia
de tincién para evaluar la variacion de la senal en los diferentes dias de protocolo.
Adicionalmente, se incluyeron muestras de ratones Rag” como controles negativos

para asegurar el pegado especifico de los anticuerpos.

5.1.3.

El andlisis multiparamétrico de las bacterias se realizd con R, mediante el uso de
los paquetes flow Workspace y OpenCyto para la limpieza de los eventos en los archivos

de citometria®®

. Una vez eliminados los restos celulares y seleccionados aquellos
positivos para Hoechst, se realizé un submuestreo aleatorio de 10.000 eventos por cada
muestra y se aplicé un algoritmo de organizaciéon de poblaciones no supervisado
(SOM, del inglés self-organizing map) sobre la concatenaciéon de los eventos
submuestreados. El algoritmo generé un total de 1024 poblaciones bacterianas,
denominadas en este trabajo como bins. Para ello, el algoritmo tuvo en cuenta las
propiedades de cada evento para los parametros FSC, SSC, Hoechst y el resto de las

caracteristicas analizadas en cada panel, y generé una estrategia de seleccion

agrupando aquellos eventos con un comportamiento mas similar.

Para cada bin se generd un conteo bacteriano absoluto que fue transformado en
frecuencia relativa. Sobre estos niumeros se aplicd un test de Kruskal Wallis entre los
grupos para cada modelo (modelo de IMQ con variante de littermates, modelo de IMQ
con suplementacion con P distasonis, modelo espontdneo). La aplicacion de la
correcciéon de tasa de falso descubrimiento mediante el método de Benjamini-
Hochberg sobre los valores de p generados permiti6 seleccionar las 20 bins con el
menor valor de p. Estas bins son las representadas para cada modelo y panel en la

seccion de resultados de este trabajo.
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Las frecuencias de cada una de estas poblaciones en las muestras analizadas se
representaron en forma de mapas de calor realizados mediante el paquete

complexheatmap de R.

Para los analisis de enriquecimiento en las comparativas por parejas, se represento
mediante el software GraphPad cada poblacion segtin su valor medio de senal para
cada parametro analizado por citometria de flujo, gracias a las coordenadas Kohonen.
En paralelo, se calculd el cambio relativo de la frecuencia media de cada poblacion
entre dos grupos y se representd, mediante un cédigo de color y diametro, el sentido y

valor absoluto de dicho cambio relativo.

5.2.
5.2.1.

La secuenciacion de los taxones presentes en las heces se llevo a cabo partiendo de
heces no procesadas para evitar posibles contaminaciones derivadas del manejo de la
muestra. Las muestras fecales recogidas en esterilidad se procesaron por la Unidad de
Genomica del centro de investigacion GENYO, usando el kit QIAmp*® Fast DNA Stool
Mini “Pathogen Detection” (QUAcube/QIAGEN), el cual permite la extraccion del
ADN bacteriano. La calidad y cantidad del producto obtenido se evaluaron con

NanoDrop (ThermoFisher).

El siguiente paso consistio en la generacion de bibliotecas de amplicones para la
region hipervariable V4 del gen ARNr 16S, mediante el uso de cebadores universales

de PCR para el gen 16S:

Fwd 5TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAGS

Rvs 5GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATCCS3
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Las amplificaciones se analizaron mediante electroforesis en gen de agarosa al 2%,
y se cuantificaron con Qubit (ThermoFisher). El producto se ajusté a una
concentracion de 50 ng/ muestra y las diferentes muestras se filtraron en una columna
(Omega Bio-Tek) implementando el uso de perlas magnéticas AMPure XP (Beckman

Coulter) para evitar contaminacion no genética en la etapa de secuenciacion.

El control de calidad se realizé con un bioanalizador de alta sensibilidad (Agilent)
para comprobar la eficacia de eliminacién del DNA sobrante, como los cebadores no
usados en la amplificacion. El tamafo de la libreria resultante fue de alrededor de 400
pares de bases (pb). Las muestras purificadas se diluyeron hasta una concentracioén de
4nM usando agua bidestilada y se cuantificaron nuevamente con Qubit, paso tras el
cual se procedié a la secuenciacion haciendo uso de los reactivos del kit MiSeq Reagent

v3 en un sistema MiSeq y siguiendo los protocolos de Illumina.

5.2.2.

El sistema de trabajo definido se llevd a cabo usando los lenguajes de

programacion R y Python, ademas del software QIIME2?".

El primer paso se basé en el andlisis de la calidad de las lecturas generadas en la
secuenciacion en su forma primitiva, utilizando para ello la opcién g2-dada2 de
QIIME2*"® con limite de indice de Phred en Q20. Tras esto, la secuencia final de 50pb

de cada lectura fue eliminada.

La identificacion de los OTUs se llevo a cabo usando la opcidn g2-vsearch dentro
de QIIME2*”, que permitié la agrupaciéon de secuencias con un porcentaje de
coincidencia superior al 99%. Los grupos generados se usaron en pasos posteriores
para la clasificacion taxondémica. Gracias a la inclusion de controles internos, se

pudieron identificar los taxones correspondientes a contaminacién ambiental

o)



10C

MATERIALES Y METODOS

introducidos durante el manejo de las muestras, los cuales se eliminaron mediante el

paquete decontam dentro de R*.

La anotacion de las diferentes OTUs para su identificacion se desarrollé mediante
un clasificador taxonémico basado en sklearn, utilizando la opcion g2-feature-classifier
dentro de QIIME2, usando como referencia la base de datos GreenGenes v.13.8*!. Las
secuencias para las que no se encontr6é una secuencia de referencia coincidente se
denominaron secuencias no alineadas, y se sometieorn a un proceso de filtrado para
la construccidn de un arbol filogenético basado en méaxima verosimilitud. Para ello se
usaron los algoritmos MAFFT y RAXML, dentro de las opciones g2-alignment y q2-

phylogeny de QIIME2, respectivamente®?>3%,

5.2.3.

La identificacion de los taxones con el maximo grado de profundidad disponible
llevd, en muchos casos, hasta el nivel de especie. Con la informaciéon obtenida,
mediante la matriz de recuento de taxones y el arbol filogenético, se calcularon indices

correspondientes a la alfa y beta diversidad microbianas.

La alfa diversidad se evalu6 mediante los indices de diversidad filogenética de
Faith, la Uniformidad de Pielou y el indice de Shannon. La beta diversidad, por otro
lado, se estimd utilizando la disimilitud de Bray-Curtis, el indice de Jaccard y las
distancias Unifrac ponderadas utilizando el analisis multivariado de permutaciones
(PERMANOVA, del inglés Permutational multivariate analysis of variance). Este
ultimo parametro se utiliz6 para el analisis por componente principal (PCA, del inglés

principal component analysis) de las muestras.

La significancia de estos indicadores entre los diferentes grupos de muestras se
evalu6 mediante un test de Mann-Whitney no pareado cuando la comparativa de llevd

a cabo entre dos grupos, y un test de Kruskal-Wallis al comprar tres o mas grupos.
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Finalmente, se aplicé un analisis de discriminacién lineal con tamano de efecto
(LEfSe, del inglés Linear discriminant analysiss effect size) para evaluar de forma
cuantitativa la contribucion de cada taxdn a las diferencias encontradas entre los
ecosistemas microbianos comparados®*, evaludndose la significancia del efecto por un

test de Mann Whitney no pareado.

5.3.

La evaluacion de la translocacion de bacterias desde el lumen gastrointestinal hasta
los ganglios linfaticos mesentéricos se llevé a cabo mediante la extraccion de dichos
6rganos linfoides en condiciones de esterilidad y su congelaciéon inmediata en
nitrégeno liquido. Los ganglios se descongelaron en el momento de ser procesados
mecanicamente para disgregar el tejido en una cabina de cultivos anaerdbica
(atmdsfera compuesta por 95% N,/ 5% H,). La suspension celular se cultivd de forma
inicial en 5 ml de medio anaerébico Luria-Bertani suplementado con sangre de oveja,
y se mantuvo en condiciones de anaerobiosis a 37°C durante 72 horas para permitir la
proliferacion de aquellas bacterias anaerobias estrictas. Tras este periodo, se tomd 1 ml
del cultivo resultante, enriquecido en bacterias, y se procedié a la extraccién y
secuenciacion del material genético microbiano siguiendo los pasos descritos en el

apartado 5.2 de esta seccion.

6. Analisis estadistico.

El analisis estadistico de los datos y su representacion se llevé a cabo utilizando el

software GraphPad Prism 9.2.0 y R.

En los graficos de barras, los datos representan el valor medio y la desviacion
estandar, y en aquellas graficas de caja y bigotes, se optd por la representacion del

método de Tukey.
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Las comparativas estadisticas mostradas en este trabajo se componen de test no
paramétricos no pareados, indicandose en cada pie de figura el aplicado en cada caso.
De forma general, las comparaciones entre dos grupos se llevaron a cabo mediante la
aplicacion del Test de Mann-Whitney no pareado, mientras que en aquellos casos
donde se compararon tres o0 mas grupos se aplicé un Test de Kruskal Wallis. En todos
ellos, se considero significancia estadistica cuando el valor de p obtenido fue inferior

a 0.05.

La representacion de la significancia estadistica de dichos test se indica en cada
figura en modo de asteriscos segtn el valor de p: *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001;
*p<0.0001; la ausencia de asterisco se interpreta como ausencia de significacion

estadistica (valores de p superiores a 0.05).
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1. Caracterizacion del modelo murino mediado por la
sobreexpresion de TLR7.

1.1.

La sobreexpresion del receptor TLR7 ha sido descrita en otros modelos animales
como Unica condiciéon necesaria para la inducciéon de autoinmunidad®?. Para
caracterizar las alteraciones inducidas a nivel sistémico por la sobreexpresion de TIr7,
se us6 un modelo genéticamente modificado que expresa entre 9 y 16 copias del gen
(TLR7Tg) y se hizo un seguimiento temporal de la presencia de autoanticuerpos y la
esplenomegalia. La cinética de la enfermedad se comenzé a medir a las 12 semanas de
edad en ratones TLR7Tg y en controles WT del mismo género y edad y se continud

hasta las 32 semanas (Fig. 9A).

Los autoanticuerpos se definieron contra el ADNdc, midiéndose los niveles de
IgG totales y el isotipo IgG2c por ser el més asociado con autoinmunidad®”. Estos
analisis reflejaron que los ratones TLR7Tg presentan niveles significativamente
superiores de autoanticuerpos anti-ADNdc que los WT a las 20 semanas de edad para
el isotipo IgG, y una tendencia similar, pero no significativa, para el isotipo IgG2c (Fig.
9B,C). A las 30-32 semanas de edad, los ratones TLR7Tg presentaron niveles
significativamente mayores de anticuerpos anti-ADNdc para ambos isotipos (Fig. 9B,
C). Ademas, el incremento de los autoanticuerpos anti-ADNdc se acentud con la edad
de forma significativa solo en los ratones TLR7Tg, mientras que se mantuvo

comparable en los ratones WT con el envejecimiento.
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Enlos ratones TLR7Tg la esplenomegalia se desarrollé de forma progresiva, siendo
dos veces mayor que la observada en el grupo WT a las 12 semanas de edad y hasta 8

veces mayor a las 30-32 semanas de edad (Fig. 9D).

De forma conjunta, estos resultados indican que los ratones TLR7Tg presentan
signos compatibles con un cuadro de autoinmunidad que se manifiestan desde edades

tempranas y se agravan con el tiempo, siendo un modelo apropiado para el estudio del

lupus.
A)
—— Cinética de desarrollo de lupus en ratones TLR7Tg ——
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Figura 9. La sobreexpresion de Tlr7 induce un fenotipo de autoinmunidad. A)
Descripcidon temporal del modelo espontaneo o TLR7Tg. B y C) Niveles de autoanticuerpos de
isotipo (B) IgG total y (C) IgG2c anti-ADNdc en suero medidos por ELISA entre las 12 y 32 semanas
de edad. D) Esplenomegalia caracterizada por la masa del bazo en el momento del sacrificio entre
las 12 y las 32 semanas de edad. E) Ratio de masa corporal/masa del bazo a las 32 semanas de edad.
N=3-10 ratones para cada grupo de edad y genotipo. B-D: Las gréficas representan el valor medio
con SD. Test estadistico de Mann-Whitney no pareado. *p<0.05; **p<0.01; **p<0.001;
44p<0.0001; la ausencia de asterisco se interpreta como ausencia de significacion estadistica.
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1.2.

Una vez caracterizados los efectos sistémicos de la sobreexpresion de TLR7, se
procedio a analizar las alteraciones en el estado de la permeabilidad intestinal y en la

respuesta inmunitaria en el GALT.

1.2.1.

El estudio del estado de la barrera intestinal en este trabajo se realizé mediante el
uso del dextrano acoplado a FITC para medir la permeabilidad paracelular intestinal
in vivo (Fig. 10A). Los ratones TLR7Tg presentaron un incremento significativo en la
permeabilidad intestinal tanto a las 23-25 como a las 30-32 semanas de edad, con una
mayor transferencia del dextrano desde el lumen intestinal a sangre periférica (Fig.

10B).

Dado que integridad de la barrera intestinal esta directamente relacionada con las
uniones intercelulares T7], se procedid a analizar por inmunofluorescencia la expresion

de dos de las proteinas que conforman estas uniones: claudina-1 y ocludina.

En el ileon de los ratones TLR7Tg de 30-32 semanas de edad, se observé que la
claudina 1 presentaba un patrén de expresion con forma vesicular y acumulacién en
el citoplasma celular (Fig. 10C). Esta distribucion difiere significativamente de la
observada en los ratones WT de la misma edad, donde la proteina se encontr6
distribuida por el epitelio del ileon presentando coexpresion con el marcador de
membrana de células epiteliales Ep-CAM1 (Fig. 10C). De forma similar, la ocludina
presentd el mismo patron de expresion y localizacion en el epitelio ileal de los ratones
TLR7Tg en comparacion con los controles WT (Fig. 10D). En estas imagenes resulta

de especial interés que la expresion de la ocludina en los ratones WT muestra una
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acumulacion en la zona de las criptas epiteliales, mientras que en el ileon de los ratones

TLR7Tg, hay un patrén de expresion hacia el lumen intestinal (Fig. 10E).

La medida de la funcionalidad y la estructura del epitelio en el ileon de los ratones
TLR7Tg permite concluir que el cuadro sistémico de autoinmunidad induce a nivel
intestinal una disrupciéon en la homeostasis de la barrera intestinal. De forma
concomitante, estos ratones presentan cambios en la distribucién celular de las

proteinas implicadas en la formacion de las uniones intercelulares TJ.

1.2.1.

Para tener una mejor descripcion de las implicaciones de la sobreexpresion de
TLR?7 en el intestino, se analizo la respuesta inmunitaria en las diferentes estructuras

del GALT: PP y SILP.

La inflamacion sistémica observada en el grupo TLR7Tg también se manifest6 a
nivel intestinal con una alteracion en la estructura celular de las PP. En los ratones W,
la zona de células B aparecié como un area céntrica, regular y compacta, delimitada
del resto de tipos celulares, mientras que en las PP de los ratones TLR7Tg se observd
que las células B aparecieron con un patrén disperso de forma irregular y discontinua
y de mayor dimension (Fig. 11A). Ademas, la cuantificacion de la densidad de células
B en las areas foliculares mostré un incremento significativo de estas areas en los

ratones TLR7Tg en comparacion con los ratones WT (Fig. 11B).

La proliferacion excesiva de células B se da como consecuencia de una actividad
elevada en los CGs. Por ello, se se analizaron los marcadores de CG en la superficie de
células B (GL7 y CD95) por citometria de flujo e inmunofluorescencia. Los ratones
TLR7Tg de 30-32 semanas de edad presentaron en sus PP frecuencias
significativamente mayores de células CD19* CD95* GL7* en comparacion con los

controles WT (Fig. 11C, D).
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Figura 10. Los ratones TLR7Tg presentan permeabilidad intestinal acompanada
de cambios en la expresion de proteinas de unidn intercelular. A) Ilustracién del
funcionamiento de la evaluacién de la permeabilidad intestinal in vivo mediante el uso de un
dextrano acoplado a FITC. Si la funcién barrera se ve comprometida, el dextrano se absorbe de

forma paracelular y se puede encontrar en sangre. B) Cuantificacion in vivo de la permeabilidad
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intestinal a las 23 y 32 semanas de edad. Los datos son representativos de tres experimentos
independientes con n=5-7 ratones por grupo. Las graficas representan el valor medio con SD. C-E)
Tincién representativa del patrén de expresiéon de (C) Claudina-1 y (D y E) Ocludina en cortes
transversales del ileon distal de ratones control y TLR7Tg realizada por microscopia confocal con
los aumentos especificados. C) La fecha blanca marca la zona sobre la que se aplicé un zoom digital
(2.0). Todas las imagenes fueron capturadas usando un objetivo Zeiss Plan-Apochromat 63X/1.40
NA en aceite de inmersién DIC M27 (apertura de pinhole= 1.0 AU) o un objetivo 20X/0.8. N=3-10
ratones para cada grupo de edad y genotipo. Test estadistico de Mann-Whitney no pareado. *p<0.05;

la ausencia de asterisco se interpreta como ausencia de significacion estadistica.

En el bazo de estos ratones se observd un comportamiento similar (Fig. 11E),
indicando que la evolucion de la respuesta inmunitaria intestinal se desarrolla de

forma paralela a la generada en el bazo por la sobreexpresion de TLR7.

Finalmente, se evalud si la actividad y expansion elevada de las células B en los
ratones TLR7Tg de 30-32 semanas se traducia en cambios en la respuesta IgA, por ser
este el isotipo predominantemente secretado en la respuesta inmunitaria de la mucosa
intestinal®*®. Coetaneamente al completo desarrollo del lupus se dio también un
incremento significativo de las células B220* IgA* en las PP y SILP de los ratones
TLR7Tg en comparacién con los WT (Fig. 11F). Las células B de vida larga
productoras de IgA (B220" IgA*), sin embargo, se mantuvieron en niveles comparables
en la SILP de ambos grupos de animales, y mostraron un ligero incremento (que no
alcanzd la significacion estadistica) en los ratones TLR7Tg (Fig. 11F). El aumento
global de la respuesta IgA en las PP de los ratones con lupus establecido se confirmé
ademas por inmunofluorescencia (Fig. 11A). Para evaluar si el cambio a nivel celular
se traducia en un aumento en la secrecion de IgA al lumen intestinal, se evaluaron a
continuacion la IgA unida a bacterias fecales y las concentraciones libres de esta
inmunoglobulina en sobrenadantes fecales. A edades tempranas (12 semanas), ratones

TLR7Tgy WT presentaron niveles de IgA comparables; sin embargo, con el desarrollo
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y establecimiento progresivo de la enfermedad (20 semanas), la concentracion de IgA
libre se incrementd rapida y significativamente en los TLR7Tg, pero no en los WT,
manteniéndose elevada y significativamente mayor que en los controles WT hasta las
32 semanas de edad (Fig. 11G). Los niveles de IgA unida a la microbiota intestinal, sin
embargo, fue similar entre ambos genotipos tanto a las 15 como a las 32 semanas de

edad (Fig. 11H).

Estos andlisis indican que la sobreexpresion de TLR7Tg induce un cambio de la
respuesta IgA intestinal y en la permeabilidad de la barrera intestinal, pero no altera

los niveles globales de cobertura de las bacterias fecales por la IgA secretada.

1.3.

La IgA secretada por las células inmunitarias del intestino esta implicada, entre

otras funciones, en el control de la composicién bacteriana intestinal®*’

, por lo que se
hipotetizé que los cambios observados en la respuesta celular y humoral de IgA en los
ratones TLR7Tg podria traducirse en alteraciones de la microbiota. Por ello, se

procedio a analizar la composicion de la microbiota fecal en ratones WT y TLR7Tg de

30-32 semanas de edad mediante secuenciacion del ARNr 168S.

En primer lugar, la alfa diversidad se caracteriz6 mediante la distancia filogenética
de Faith, la uniformidad y el indice de Pielou. Brevemente, la distancia filogenética de
Faith hace referencia a la relacién evolutiva entre las diferentes especies de una
muestra; la uniformidad informa sobre la representaciéon dominante o distribucion
equitativa de las especies encontradas; y el indice de Pielou indica el nimero de
especies presentes en un ecosistema y la abundancia relativa de cada una de ellas®®.
Los resultados de los analisis de la alfa diversidad mostraron la ausencia de diferencias

significativas entre WT y TLR7Tg (Fig. 12A, B).
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Figura 11. La sobreexpresion de Tlr7 modifica la respuesta inmunitaria intestinal.
A) Tincién representativa de la localizacion de células B220+ (rojo) e IgA+ (verde) en secciones
longitudinales de PP de ratones WT (arriba) y TLR7Tg (abajo) realizada por microscopia confocal.
La flecha blanca marca la zona sobre la que se aplico un zoom digital (2.0) sobre la foto original. B)
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Cuantificacion de las células B (caracterizadas por la expresion de B220) por cada pm2 (WT n=9;
TLR7Tg n=10). C) Representacion de la frecuencia de células B de centro germinal (GL7+ CD95+)
en las placas de Peyer. A la derecha, graficas de citometria de flujo representativas de cada genotipo
(WT n=5; TLR7Tg n=7). D) Tincién representativa de las células B220+ (azul) GL7+ (amarillo) en
PP de ratones WT (arriba) y TLR7Tg (abajo). E) Medida de la frecuencia de células B de centro
germinal en el bazo. F) Caracterizacion por citometria de flujo de células IgA+ B220+ e IgA+ B220-
PP y SILP (WT n=5; TLR7Tg n=7). G-H) Respuesta IgA en ratones WT y TLR7Tg a las 15, 20 y 32
semanas de edad: concentracién de IgA libre en sobrenadantes fecales (G) y frecuencia de bacterias
fecales cubiertas de IgA (H). PP: placas de Peyer, SILP: Lamina propia del intestino delgado. Los
datos son representativos de cuatro experimentos independientes con n=10-12 ratones por grupo.
Las imdagenes en A) y D) fueron capturadas usando los objetivos ZEISS Axiocam 506 mono 5X/0.15
y 10X/0.45. A-F) Todas las gréficas representan datos de ratones de 32 semanas de edad. B-C, E-H)
Las graficas representan el valor medio con SD. Test estadistico de Mann-Whitney no pareado.
*p<0.01; ***p<0.001; la ausencia de asterisco se interpreta como ausencia de significacién
estadistica.

Por otro lado, la beta diversidad se determiné a través de un anélisis PCA (Fig.
12C) con comparativa par a par mediante PERMANOVA (Fig. 12D). Estos parametros
comparan la composicion de la microbiota en términos de identidad de especies,
proporcionando informaciéon sobre la diferencia en la composicion de los
ecosistemas®®®. La representacion bidimensional del PCA (Fig. 12C) muestra que las
bacterias fecales de WT y TLR7Tg se agrupan de forma significativamente diferente

(Fig. 12D).

Para completar el andlisis de la microbiota, se llevé a cabo un analisis LEfSe para
encontrar las especies con una asociacion mas fuerte con el fenotipo desarrollado por
la sobreexpresion de TLR7. Entre los taxones con mayores diferencias de abundancia
entre ambos genotipos, las especies Bacteroides acidifaciens, Desulfovibrio c20_c21y el
género Ruminococcus aparecieron como colonizadoras del intestino de los ratones
TLR7Tg, pero no de los WT (Fig. 12E). Por otro lado, taxones del orden Clostridiales
y del género Oscillospira y Clostridium, asi como de la familia Coriobacteriaceae se
encontraron asociadas a la microbiota de ratones WT, y no de los TLR7Tg (Fig. 12E).
En estas diferencias, Bacteroides acidifaciens fue la que presentd el tamafio de efecto

con mayor valor absoluto, abundancia que fue confirmada mediante un analisis de
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composicion de microbiomas (ANCOM, del inglés Analysis of compositions of
microbiomes) (Fig. 12F) y la representacion de las frecuencias relativas encontradas en

las muestras (Fig. 12G).

Los resultados pertinentes a la composicion de la microbiota reflejan que la
sobreexpresion transgénica de TLR7 induce un cambio en la composicion microbiana
intestinal global, permitiendo la proliferacion de especies diferentes a las de la

microbiota de ratones WT.

1.4.

1.4.1.

Cuando la barrera epitelial pierde su integridad, desaparece la regulacion del paso
de bacterias desde el tracto intestinal al GALT y a otros 6rganos linfoides. En estas
condiciones pueden darse fendmenos de translocacion bacteriana a los mLN o el
higado, un proceso que se ha visto capaz de inducir una respuesta humoral tanto a

nivel intestinal como sistémico frente a las bacterias intestinales®?’.

Con esta premisa, se procedi6 a la caracterizacion de la respuesta IgM, IgG2c e IgA
en suero ante las bacterias fecales asociadas con uno y otro genotipo mediante ELISAs
autologos y heterdlogos desarrollados por nuestro grupo (Fig. 13A). Los niveles de
IgM en suero con reactividad a las bacterias fecales fueron significativamente menores
en los ratones TLR7Tg independientemente del donador de bacterias (Fig. 13B,
primera fila), mientras que la respuesta IgA sistémica frente a la microbiota intestinal
fue comparable para ambos genotipos en los experimentos autdélogos y heterdlogos

(Fig. 13B, segunda fila).
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Figura 12. Los ratones TLR7Tg presentan disbiosis intestinal. A-B) Representacién de
la alfa diversidad (distancia filogenética de Faith e indice de Pielou o Uniformidad) entre ratones
WT y TLR7Tg. Valor de p de la comparacion estadistica de las distancias filogenéticas de Faith y de
la Uniformidad entre ratones WT y TLR7Tg. C-D) Representacion de la beta diversidad entre
ratones WT y TLR7Tg. C) Representacion del Andlisis por Componentes Principales y D)
comparativas par a par mediante PERMANOVA. E) Andlisis de discriminacién lineal con tamario
de efecto de los ecosistemas bacterianos intestinales. F) Analisis de composicién de microbiomas
(ANCOM). G) Graficos de barras con la abundancia relativa de las especies encontradas en ratones
WT y TLR7Tg. Cada columna representa una muestra original. Las barras de color naranja
presentes de forma diferencial en los ratones TLR7Tg corresponden con Bacteroides acidifaciens.
Los datos son representativos de dos experimentos independientes con n=6-12 ratones por grupo.
B,D) Las graficas representan el valor medio con SD. Test estadistico de Mann-Whitney no pareado.
**p<0.01; la ausencia de asterisco se interpreta como ausencia de significacién estadistica.

La medicion de la respuesta IgG2c contra los comensales de ratones WT fue
similar en el suero de los ratones WT o TLR7Tg, pero si se encontraron diferencias
significativas entre los sueros de ambos genotipos cuando la fuente de bacterias era un
raton TLR7Tg (Fig. 13B, tercera fila). En ese supuesto, los TLR7Tg presentaron en
suero niveles significativamente menores de IgG2c circulante con reactividad para
bacterias autdlogas, en comparaciéon con el suero de ratones WT frente a bacterias

procedentes de ratones TLR7Tg (Fig. 13B, tercera fila).

A la luz de los diferentes niveles de union de IgG2c sistémica encontrados en los
ratones TLR7Tg en funcién de la fuente de los comensales bacterianos, se continud
con el andlisis de la respuesta autéloga de anticuerpos en suero frente a bacterias
intestinales por citometria de flujo (Fig. 13C). Estos resultados confirmaron la
significativamente menor presencia de IgM circulantes con reactividad para las
bacterias intestinales en el suero de los ratones TLR7Tg con respecto a los ratones WT,
(Fig. 13D), mientras que ambos genotipos presentaban niveles séricos comparables de
IgG2c frente a su propia microbiota (Fig. 13D). Hasta el momento, los analisis relativos
a la reactividad de las inmunoglobulinas séricas frente a la microbiota intestinal
muestran que el desarrollo de lupus mediado por la sobrexpresion de TLR7 induce un

cambio en la respuesta humoral sistémica.
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Caracterizacion del modelo murino mediado por la sobreexpresion de TLR7.

Figura 13. El modelo TLR7Tg induce cambios en la respuesta inmunitaria humoral

contra bacterias fecales autologas y heterdlogas. A) Ilustracién de los experimentos
realizados para determinar la respuesta humoral sistémica contra las bacterias fecales de forma
autdloga y heterdloga por ELISA. B) Medida por ELISA de la respuesta IgM (arriba), IgA (centro) e
IgG2c (abajo) en suero frente a bacterias fecales de ratones WT (columna izquierda) o TLR7Tg
(derecha). C) Representacién del andlisis de la respuesta sistémica autdloga contra bacterias fecales
por citometria de flujo. D) Frecuencia de bacterias fecales reconocidas por IgM (arriba) o IgG2c
(abajo) circulantes de WT o TLR7Tg. Los datos son representativos de dos experimentos
independientes con n=8-12 ratones por grupo. B,D) Las graficas representan el valor medio con SD
de experimentos llevados a cabo con ratones de 32 semanas de edad. Test estadistico de Mann-
Whitney no pareado. *p<0.05; **p<0.01; **p<0.001; la ausencia de asterisco se interpreta como
ausencia de significacion estadistica.

1.4.2.

La caracterizacién de la composicion de la microbiota apuntd a B. acidifaciens
como una de las especies con las diferencias mas notables entre ambas especies, con
una sobreabundancia notable en ratones TLR7Tg (Fig. 12E,F). Teniendo en cuenta la
disrupcion en la permeabilidad intestinal observada en estos ratones (Fig. 10A-D), se
analiz6 a continuacion la respuesta de anticuerpos en suero frente a B. acidifaciens en
ratones WT y TLR7Tg de 30-32 semanas de edad mediante citometria de flujo (Fig.
14A). La frecuencia de bacterias de B. acidifaciens cubierta por anticuerpos séricos fue
significativamente mayor en el caso de TLR7Tg respecto de los controles WT para
todos los isotipos analizados (IgA, IgG2c e IgM) (Fig. 14B). En este contexto, ademas,
resulté especialmente llamativo que, mientras que el porcentaje de bacterias
recubiertas por IgA e IgG2c no superaba el 30% en WT ni en TLR7Tg, estas
frecuencias se incrementan hasta un rango de, al menos, el 80% en el caso de
anticuerpos IgM (Fig. 14B). El andlisis de MFI presenté un comportamiento similar

(Fig. 14C).

Debido a que B. acidifaciens no fue identificada como una especie colonizadora del
intestino de los ratones W, se hipotetizé que los altos porcentajes de unién de IgM

sérica en ratones WT frente a esta bacteria podrian ser consecuencia de una respuesta
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policlonal. Para determinar la especificidad de estos anticuerpos, se realizé un ensayo
de titulacion de sueros frente a B. acidifaciens o frente a una bacteria no relacionada y
ausente en la microbiota de ambos tipos de ratones (Parabacteroides distasonis), a
modo de control negativo. Para cada dilucion de suero, se midié la unién de IgM por
citometria de flujo, se calculd la MFI y se determind el area bajo la curva (AUC) para
cada genotipo con cada una de las bacterias, siguiendo la metodologia descrita por
Danska et al*”®. La premisa basal de este experimento reside en las dindmicas de
afinidad de las inmunoglobulinas. Si los anticuerpos séricos son especificos de B.
acidifaciens, se espera una disminucién progresiva de la sefial con las diluciones,
generando un mayor valor de AUC; si, por el contrario, los anticuerpos son
policlonales y, en consecuencia, no presentan especificidad por un antigeno concreto
de B. acidifaciens, la sefial sera similar y constante, lo que resultaria en un menor AUC.
Este experimento permite asi de forma indirecta la afinidad y especificidad de los
anticuerpos por su diana (Fig. 14D). La titulacién e incubacién del suero de ratones
TLR7Tg frente a B. acidifaciens generd valores de AUC significativamente mayores que
el suero de ratones WT, mientras que ambos genotipos mostraron valores similares y
con un valor significativamente inferior cuando se enfrentaron a P. distasonis (Fig. 14E,
14F). Estos resultados indican que el incremento en el pegado de IgM reconoce de

forma especifica a B. acidifaciens.

De forma paralela a la respuesta sistémica especifica frente a B. acidifaciens, se
observo en los ratones TLR7Tg un incremento significativo de las concentraciones
séricas totales de IgA, IgG2c e IgM (Fig. 15A), pero solo los niveles de [gM mostraron
una correlacion directa y significativa con la cantidad de IgM en suero que reconoce a
B. acidifaciens (Fig. 15B). Esta correlacion no se observd para la IgM sérica en los
ratones WT (Fig. 15C). Adicionalmente, se encontrdé también una correlacion

significativa entre los niveles de IgM en suero con reactividad para B. acidifaciensy los

N9
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Figura 14. Los ratones TLR7Tg presentan una respuesta sistémica especifica de B.

acidifaciens. A) Ilustracién de los experimentos realizados para determinar la respuesta humoral
sistémica contra B.acidifaciens por citometria de flujo. B-C) Frecuencia (B) y valor medio de la
intensidad de la seiial (MFI) (C) de bacterias B.acidifaciens fecales reconocidas por IgA, IgG2a o
IgM circulantes de WT o TLR7Tg caracterizado por citometria de flujo. D) Representacion de la
metodologia de trabajo disefada para la medicién del area bajo la curva (AUC). E) Plots
representativos del pegado de IgM hacia B.acidifaciens en diluciones desde 1:2 hasta 1:50 de suero
de ratones TLR7Tg. F) AUC generada por la incubacién de sueros de ratones WT y TLR7Tg con
B.acidifaciens (BA, primera mitad de la grafica) o con Pdistasonis (PD, segunda mitad de la grafica).
B,C,F) Los datos son representativos de dos experimentos independientes con n=5-7 ratones por
grupo. Las gréficas representan el valor medio con SD de experimentos llevados a cabo con ratones
de 32 semanas de edad. Test estadistico de Mann-Whitney no pareado. *p<0.05; **p<0.01; la
ausencia de asterisco se interpreta como ausencia de significacion estadistica.

autoanticuerpos antinucleares de isotipo IgM circulantes, solo en el caso de los ratones
TLR7Tg (Fig. 7D). Para evaluar la posible reactividad cruzada entre la IgM del suero
de los ratones TLR7Tg entre B. acidifaciens y el ADNdc, se llevo a cabo un ensayo de
inhibicién. En él, el suero se incub¢ secuencialmente con diferentes concentraciones
de B. acidifaciens y, posteriormente, con ADNdc y se cuantifico la cantidad de IgM
unida. La pre-incubacion del suero con las bacterias purificadas inhibi6 la unién de
los anticuerpos de isotipo IgM al ADNdc (Fig. 15E). En conjunto, la caracterizacién
de la respuesta sistémica de los ratones TLR7Tg frente a B. acidifaciens indica una
posible translocacion de este taxon y el desarrollo de una reaccion cruzada antigénica

con el ADNdc, especialmente para el isotipo IgM.

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

El gen Bank1 se ha asociado con el desarrollo del lupus en cohortes independientes
de pacientes de lupus y su ausencia se ha relacionado con una mejora en modelos

murinos espontédneos .
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La ausencia del gen Bankl modula la respuesta inmunitaria intestinal y sistémica
en ratones control y con lupus.
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Figura 15. Los autoanticuerpos nucleares IgM presentan reactividad cruzada con

B. acidifaciens. A) Concentraciones totales en suero de IgA, IgG2c e IgM en ratones WT y TLR7Tg
medidos por ELISA. B-C) Correlacion entre los niveles séricos totales de IgM y la respuesta sérica
IgM especifica de B. acidifaciens medida por citometria de flujo en ratones TLR7Tg (B) y WT (C).
D) Correlacién entre los niveles séricos de IgM con reactividad al ADNdc y a B. acidifaciens. E)
Ensayo de inhibicién del pegado de IgM sérica hacia el ADNdc mediante pre-incubacién con
B.acidifaciens. En el eje y se muestra el porcentaje de inhibicién medido sobre la sefial maxima
obtenida por ELISA. A-E) Los datos son representativos de dos experimentos independientes con
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n=7-18 ratones por grupo. Las graficas representan el valor medio con SD de experimentos llevados
a cabo con ratones de 32 semanas de edad. A: Test estadistico de Mann-Whitney no pareado. B-D:
Test estadistico de correlacién de Spearman (r) . *p<0.05; **p<0.01; la ausencia de asterisco se
interpreta como ausencia de significacion estadistica.

Con el objetivo de analizar el papel de la senalizacion de BankI en las células B
intestinales en condiciones basales y tras el desarrollo del lupus en modelos murinos,
se usaron ratones genéticamente modificados para eliminar dicho gen del genoma de

ratones C57BL/6 o TLR7Tg.

2.1.

Al evaluar el impacto de la ausencia de Bankl en la respuesta inmunitaria del
GALT se encontr6 por citometria de flujo y microscopia confocal un nimero
significativamente menor de células B en las PP y SILP de ratones Bank1” (B1KO) en
comparacion con sus controles WT (Fig 16A, B). En los mLN, sin embargo, no se
observaron diferencias en los niveles totales de células B (Fig. 16C). Ademas, los
ratones BIKO presentaron una acumulacion significativa de células B en sangre
periférica (Fig. 16D). El inmunofenotipado de las células B presentes en el intestino de
ambos grupos mostr6 que la mayoria de ellas (71% + 3.7% en las PP y 68.2% +13.5%
en la SILP) eran dobles positivas para IgM e IgD (Fig. 16E), indicando la ausencia de

diferencias en el grado de activacion de las células B intestinales.

Para investigar la disminucion de células B en el GALT y su aparente retencion en
sangre periférica en los ratones B1KO, se midid la expresion de la integrina auf3;, la
cual estd implicada en la migracion de las células B al intestino®. La expresion de

dicha integrina se midié por citometria de flujo en células B intestinales.
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en ratones control y con lupus.

La ausencia del gen Bankl modula la respuesta inmunitaria intestinal y sistémica

En las PP, SILP y mLN se encontraron frecuencias significativamente mayores de

células B auf3;" en ratones B1KO, mientras que los niveles de expresion de la integrina

fueron similares entre los dos genotipos en las células B de sangre periférica (Fig. 16F).
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Figura 16. La ausencia de Bankl induce una disminucién en el nimero de células

B en el intestino en estado basal. A-D) Andlisis de células B (caracterizadas como CD19+
B220+) en el tejido inmunitario intestinal: PP y SILP (A,B), mLN (C) y sangre (D) caracterizadas
por citometria de flujo (A, C, D) y por microscopia confocal (B). B) Tincién de células B en cortes
longitudinales de ileon de ratones WT y B1KO. Células B: B220+ (rojo), células intestinales:
EpCam+ (verde). Imagen representativa (WT n=7; B1KO n=8) E) Frecuencia de células B IgD" IgM*
en PP y SILP medida por citometria de flujo. F) Anlisis de la expresion de la integrina a4f7 en SILP,
PP, mLN y sangre por citometria de flujo de ratones WT y B1KO. PP: placas de Peyer, SILP: Lamina
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propia del intestino delgado, mLN: ganglios linfaticos mesentéricos. A,C-F) Los datos son
representativos de, al menos, tres experimentos independientes con n=7-9 ratones por grupo. Las
graficas representan el valor medio con SD de experimentos llevados a cabo con ratones de 20
semanas de edad. Las imdgenes en B) fueron capturadas usando el objetivo ZEISS Axiocam 506
mono 10X/0.45. Test estadistico de Mann-Whitney no pareado. *p<0.05; **p<0.01; la ausencia de
asterisco se interpreta como ausencia de significacién estadistica.
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Figura 17. La ausencia de Bankl modifica la respuesta inmunitaria intestinal en
estado basal. A) Frecuencia de células B productoras de [gA B220- y B220+ en PP y SILP de ratones
WT y B1KO. B) Patrén de tincién de células IgA+ en cortes longitudinales de ileon de ratones WT
y B1KO por microscopia confocal y cuantificacion. Células IgA+ (verde), células intestinales:
EpCam+ (rosa). Imagen representativa (WT n=7; BIKO n=8) C, D) Analisis de la respuesta IgA
intestinal mediante la cuantificaciéon de la IgA libre en sobrenadantes fecales por ELISA (C) y el
pegado de IgA hacia las bacterias fecales por citometria de flujo (D). PP: placas de Peyer, SILP:
Lamina propia del intestino delgado. A-D) Los datos son representativos de tres experimentos
independientes con n=7-9 ratones por grupo. Las graficas representan el valor medio con SD de
experimentos llevados a cabo con ratones de 20 semanas de edad. Las imdagenes en B) fueron
capturadas usando el objetivo ZEISS Axiocam 506 mono. Test estadistico de Mann-Whitney no
pareado. *p<0.05; **p<0.01; la ausencia de asterisco se interpreta como ausencia de significacion
estadistica.
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La ausencia del gen Bankl modula la respuesta inmunitaria intestinal y sistémica
en ratones control y con lupus.

Posteriormente, se procedid a evaluar los efectos de los cambios en la frecuencia
de células B en la respuesta humoral intestinal, para lo que se caracterizaron por
citometria de flujo y microscopia confocal los niveles de células B220* IgA*y B220
IgA*. Los ratones BIKO presentaron en las PP niveles significativamente mayores de
ambos subtipos celulares, mientras que presentaron frecuencias menores en la SILP,

en comparacion con sus controles WT (Fig. 17A, B).

Estos cambios a nivel celular fueron evaluados a nivel funcional mediante la
medida de la IgA libre en la materia fecal y el porcentaje de bacterias fecales cubiertas
por dicha inmunoglobulina. En este analisis se vio una disminucién significativa de
IgA secretada a la luz intestinal en los ratones deficientes para Bankl respecto a los
ratones WT (Fig. 17C), pero no se encontraron diferencias en los niveles de IgA unida

a las bacterias fecales en ambos genotipos (Fig. 17D).

De forma conjunta, los analisis de la respuesta inmunitaria intestinal en ratones
B1KO permitieron establecer la influencia de la sefializaciéon por Bank1 en condiciones
basales, sugiriendo un papel modulador de la respuesta inmunitaria celular y humoral

en el intestino.

2.2.

La contribucion del gen Bank1 en el desarrollo del lupus se evalué mediante el uso
de dos modelos de lupus dependientes de TLR7, uno de ellos inducible, mediado por
la administracion del agonista de TLR7 Imiquimod (IMQ) y otro de ellos crénico,

utilizando el modelo espontaneo de lupus TLR7Tg (Figura 18A, 1A).
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La ausencia del gen Bankl modula la respuesta inmunitaria intestinal y sistémica
en ratones control y con lupus.

Figura 18. Los ratones B1KO presentan menor severidad en el fenotipo de lupus.
A) Descripcién temporal del modelo de induccion de lupus por aplicacion tépica de IMQ. B)
Caracterizacién de la esplenomegalia en ratones con lupus en el modelo agudo (IMQ) y espontdneo
(TLR7Tg) caracterizada por la masa del bazo. C-D) Niveles de autoanticuerpos de isotipo (C) IgG2c
e (D) IgG total anti-ADNdc en suero medidos por ELISA. E) Estudio del dafio renal mediante un
sistema de puntuacién glomerular basado en el analisis ciego de las micrografias dpticas renales (0:
ningln nivel de dafo, 5: dafo renal elevado). F) Micrografias representativas de cortes de riién
teiiidos con la tincién PAS para ratones Bank1+/+ y Bank1-/- en el modelo agudo y espontaneo. La
escala en las fotos representa 20 um. B-E) Datos de, al menos, 5 experimentos independientes con
n=7-9 ratones por grupo. Las graficas representan el valor medio con SD de experimentos llevados
a cabo con ratones de 20 (modelo IMQ) y 32 (modelo TLR7Tg) semanas de edad. Test estadistico
de Mann-Whitney no pareado *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; la ausencia de asterisco se interpreta
como ausencia de significacion estadistica.

2.2.1.

En ambos modelos, la eliminacién de Bankl del genoma resulté de forma
consistente en una reduccién de la esplenomegalia y los niveles de autoanticuerpos
anti-ADNdc de isotipo IgG2¢ en comparacion con sus controles Bank1** (Fig. 18B,
C). Sin embargo, los niveles de IgG total con reactividad hacia el ADNdc solo se
redujeron significativamente en los ratones B1IKO tratados con IMQ, mientras que, en
el modelo crénico, los ratones TLR7Tg y TLR7Tg/B1KO presentaron niveles
comparables de estos autoanticuerpos (Fig. 18D). La evaluacion del dano renal, otro
de los sintomas caracteristicos del LES en humanos, mostr6é también una mejora en

las afecciones en ausencia de Bankl en ambos modelos (Fig. 18E, F).

La sefalizacion por TLR7 se ha relacionado en pacientes de LES con la formacion
espontdnea de CG y una mayor tasa de activacion de células B autorreactivas®. Este
hecho, junto con la observacién de una notable inflamaciéon en el intestino
desarrollada por los ratones tras la induccién con IMQ o el desarrollo espontaneo del
lupus, llevaron a evaluar la respuesta de los CGs en las PP intestinales. En consonancia
con la inflamacién sistémica mas leve observada en los ratones BIKO tratados con
IMQ, se encontr6 en ellos una menor frecuencia de células B de CG en comparacion

con sus homologos WT tratados con IMQ (Fig. 19A). En el modelo TLR7Tg, los
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ratones TLR7Tg y TLR7Tg/B1KO presentaron niveles incrementados de células B de
GC en comparacion con sus controles sanos WT, y, aunque en ratones TLR7Tg/B1KO,
la frecuencia de células B de CG también se redujo respecto a los ratones TLR7Tg, esta

disminucion no alcanzd la significacion estadistica (Fig. 19B).

Estos resultados muestran, de forma conjunta, que las manifestaciones intestinales

del lupus ocurren de manera consistente y paralela con las sistémicas.

A) =) S
GL7*CD95" en PP GL7°CD95" en PP

modelo IMQ modelo TLR7Tg

209 159 Lgux

10

5

% de células CD19+
% de células CD19+

Figura 19. Los ratones Bankl” presentan una menor formacién de centros
germinales intestinales. A-B) Representacion de la frecuencia de células B de centro germinal
(GL7+ CD95+) en las placas de Peyer de ratones del modelo agudo (WT n=6; BIKO n=11) (A) y
espontaneo (WT n=7; TLR7Tg n=11; TLR7Tg/B1KO n=8) (B). Los datos son representativos de
cuatro experimentos independientes con n=6-11 ratones por grupo. Las graficas representan el valor
medio con SD de experimentos llevados a cabo con ratones de 20 (modelo IMQ) y 32 (modelo
TLR7Tg) semanas de edad. Test estadistico de Mann-Whitney no pareado. *p<0.05; ****p<0.0001;
la ausencia de asterisco se interpreta como ausencia de significacidn estadistica.

2.2.2.

Para abordar si la ausencia de Bankl podria estar teniendo algun efecto en la
permeabilidad intestinal, se evalud esta caracteristica mediante el uso de FITC-
dextrano como se ha descrito en secciones previas. Los ratones B1KO tratados con
IMQ presentaron una menor permeabilidad intestinal determinada por una menor

intensidad de la sefial de FITC en suero en comparacion con los ratones WT tratados
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La ausencia del gen Bankl modula la respuesta inmunitaria intestinal y sistémica
en ratones control y con lupus.
con IMQ (Fig. 20A). De forma similar, los ratones TLR7Tg/B1KO presentaron una
marcada disminucién en su permeabilidad intestinal en relaciéon con los ratones
TLR7Tg, alcanzando niveles comparables a los controles WT de la misma edad sin

lupus (Fig. 20B).

Estas alteraciones observadas en la funcion barrera tras la induccion y el desarrollo
del lupus en ambos modelos se tradujeron en cambios en el patrén de distribucion de
la claudina-1 en el epitelio ileal. En ratones TLR7Tg y en ratones WT tratados con
IMQ, esta proteina se encontré mayormente en el citoplasma de los enterocitos en
forma de agregados intracelulares, indicado alteraciones en las uniones celulares TJ.
La ausencia de Bankl se tradujo en ambos modelos en la restauracion de la
distribucion normal de esta proteina, en la membrana celular, de forma comparable a

lo observado en los controles sin lupus (Fig. 20C).

Las alteraciones en la barrera intestinal pueden permitir el paso de bacterias hacia

localizaciones extraintestinales?!

. Dado que el modelo espontaneo mostro los cambios
mas llamativos en la permeabilidad intestinal, se eligié este grupo de animales para
evaluar la translocacion de bacterias comensales mediante el cultivo de los mLN. El
estudio de la microbiota por secuenciaciéon de ARNr 16S (V4) y por LEfSe de las
especies presentes en mLN de ratones TLR7Tg y TLR7Tg/B1KO ilustré que, en
ausencia de BankI, existe una translocacion diferencial de bacterias intestinales (Fig.
20D). Los géneros RFN20, Rickettsia y las especies Stenotrophomonas genic y
lactobacillus salivarus se encontraron de forma diferencial en los mLN de ratones

TLR7Tg, mientras que la familia Enterobacteriaceae aparecié como translocada solo

en los mLN de ratones TLR7Tg/B1KO (Fig. 20D).
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De forma global, estos resultados indican que la eliminacién de la senalizacion

mediada por Bankl induce una mejora en las manifestaciones del lupus mediado por

TLR7.
*
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Figura 20. La ausencia de Bankl” induce en los ratones con lupus una menor
permeabilidad intestinal y translocacion bacteriana diferencial. A-B) Cuantificacién in
vivo de la permeabilidad intestinal en el modelo agudo (A) y espontaneo (B). Datos representativos
de tres experimentos independientes con n=5-10 ratones por grupo. Las graficas representan el valor
medio con SD. C) Tincién representativa de la expresion de claudina-1 en cortes transversales del
ileon distal por microscopia confocal. Todas las imagenes fueron capturadas usando un objetivo
Zeiss Plan-Apochromat 63X/1.40 NA en aceite de inmersién DIC M27 (apertura de pinhole= 1.0
AU). D) Anilisis LEfSe de las especies encontradas en mLN de ratones TLR7Tg o TLR7Tg/B1KO.
N=3-10 ratones para cada genotipo. Test estadistico de Mann-Whitney no pareado. *p<0.05;
**p<0.01; ***p<0.001; la ausencia de asterisco se interpreta como ausencia de significacion

estadistica.
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en ratones control y con lupus.

2.3.

En condiciones basales, la ausencia de Bankl indujo en los ratones una
disminucion significativa de células B totales en el intestino, una acumulacion de las
células B IgA* en las PP y una disminucion notable de la IgA secretada al lumen (Fig.
8A, 8B, 9A-9C). Tras la induccion de lupus, se analizo la respuesta celular y humoral

intestinal de la misma forma en ratones tratados con IMQ.

Enlas PPy SILP, la frecuencia de células B totales alcanzé en ratones B1KO niveles
similares a los encontrados en sus homologos WT tratados con IMQ (Fig. 21A, B),
pero se dio una acumulacion de estas células en sangre (Fig. 21C) y mLN (Fig. 21D).
Con la nivelacion de la frecuencia de células B totales al intestino se igualé también la
frecuencia de las células IgA* B220 en las PP y SILP entre ratones BIKO y WT tratados
con IMQ (Fig. 21E).

En relacién a la respuesta humoral intestinal, los cambios descritos en las células
plasmaticas productoras de IgA tras la induccién de lupus se tradujeron en niveles
semejantes de la concentracion de la forma libre de esta inmunoglobulina en ambos
genotipos (Fig. 21F). Por su parte, en la cobertura de las bacterias fecales por IgA se
encontrd un leve incremento que no alcanzé la significacion estadistica en ratones
B1KO tratados con IMQ al compararlos con el grupo de WT tratados con IMQ (Fig.
21G). Finalmente, en el modelo espontaneo se encontrd que la eliminacion de Bankl
indujo en los ratones con lupus una disminucion significativa de la IgA libre hasta
alcanzar los niveles encontrados en los ratones sanos (WT) (Fig.21H), pero no alterd

el nivel del pegado de IgA a las bacterias fecales (Fig. 211I).

Los resultados obtenidos por el analisis de la respuesta celular y humoral del
intestino indican que Bankl es necesario para la induccion de una respuesta IgA

adecuada en las mucosas.
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Figura 21. BanklI regula la respuesta inmunitaria celular y humoral en el intestino en

ratones con lupus. A-D) Caracterizacién de células B (caracterizadas como CD19+ B220+) tras
la induccién de lupus (WT n=4; BIKO n=5) en PP (A), SILP (B), mLN (C) y sangre (D) por
citometria de flujo. E) Frecuencia de células B productoras de IgA B220- en PP y SILP de ratones
WT y B1KO tratados con IMQ (WT n=4; BIKO n=5). F-I) Analisis de la respuesta IgA intestinal
mediante la cuantificacion de la IgA libre en sobrenadantes fecales por ELISA (F, H) y el pegado de
IgA hacia las bacterias fecales por citometria de flujo (G,I) en ratones tratados con IMQ (EG) (WT
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La sefalizacién por Bankl regula la cobertura de las bacterias fecales por IgA y
la composicién de la microbiota.

n=10; B1KO n=12) o del modelo espontaneo (H,I) (WT n=11; TLR7Tg n=12; TLR7Tg/B1KO
n=8). PP: placas de Peyer, SILP: Lamina propia del intestino delgado, mLN: ganglios linfaticos
mesentéricos. A-I) Las graficas representan el valor medio con SD de experimentos llevados a cabo
con ratones de 20 (modelo IMQ) o 32 (modelo TLR7Tg) semanas de edad. Test estadistico de
Mann-Whitney no pareado. *p<0.05; la ausencia de asterisco se interpreta como ausencia de

significacion estadistica.

3. La senalizacion por Bank1 regula la cobertura de las
bacterias fecales por IgA y la composicion de la microbiota.

Los resultados descritos hasta el momento exponen que la eliminacién del gen
Bankl modula la respuesta inmunitaria intestinal a nivel de las células B y la
consecuente respuesta IgA asociada, tanto en condiciones basales como tras la
induccion y el desarrollo de lupus. Dado que la respuesta IgA ejerce un papel activo

sobre la composicion de la microbiota®***

, se analizo6 a continuacién la composicién
de la microbiota asociada a una respuesta IgA y la composicion bacteriana general
mediante el andlisis multiparamétrico a nivel de célula tnica (single cell) y la
secuenciacion del ARNr 16S (V4). De forma adicional, el anélisis multiparamétrico a
nivel de célula inica incluyd también un anlisis de la cobertura de las bacterias fecales
por IgG y la composicion de azicares de superficie del ecosistema bacteriano. Las

técnicas empleadas en este punto y el flujo de trabajo de analisis se ilustran en la figura

22y 5A.

3.1.

Como se ha descrito anteriormente, los ratones BIKO presentan en homeostasis
una disminucién significativa en la concentracion de IgA libre, pero frecuencias
similares de bacterias cubiertas por IgA en comparaciéon con ratones WT (Fig. 9C,

9D). Tras el desarrollo del lupus, se observé que la ausencia de Bank1 ejercia efectos
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la composicién de la microbiota.

anticuerpos acoplados a fluorocromos para su seleccion por citometria de flujo y separacion de las
poblaciones IgA+ e IgA- (sorting). Las bacterias de cada grupo fueron identificadas mediante
amplificacién y secuenciacion del ARNr 16S (V4). B) Analisis multiparamétrico de célula unica para
el estudio de las inmunoglobulinas pegadas a las bacterias y el patrén de aztcares de las bacterias.
Mediante la adicién de anticuerpos acoplados a fluorocromos y la clusterizacion mediante un mapa
de organizacién auténomo (SOM) se generaron bins bacterianas segun su similitud en los
parametros analizados. El procesamiento de estos datos incluye el anélisis de frecuencia de las bins
generadas, la aplicacion de test estadisticos para el filtrado y la seleccion, y la visualizacién variada
de aquellas poblaciones con las diferencias mds significativas (caracterizadas por menores valores

de p).

diferentes en las concentraciones libres de IgA y el pegado de esta inmunoglobulina
hacia las bacterias fecales en funciéon del modelo usado (Fig. 21F-I). Ante esta
observacion se hipotetizd que la diana de la IgA secretada en el intestino de ratones
Bankl” y BankI** podria diferir en estado estacionario, y ademds, cambiar con

tendencias diferentes tras la induccion y desarrollo de lupus.

La identificacion de las bacterias fecales clasificadas por citometria de flujo segiin
su pegado de IgA (Fig. 22A) y el posterior andlisis LEfSe de los taxones identificados
indicd que, en condiciones basales, los ratones WT presentan un enriquecimiento en
Akkermansia muciniphila y Blautia producta, asi como especies de la familia
Lachnospiraceae y de los géneros Oscillospira y Ruminococcus dentro de su fraccion
positiva. En los ratones B1KO, sin embargo, los taxones dominantes dentro de las
bacterias con respuesta IgA* fueron los géneros Bacillus y Corynebacterium. (Fig. 23A).
Tras la induccién de una respuesta sistémica en estos ratones mediante la aplicacion
del IMQ, la respuesta IgA en los ratones WT estaba enriquecida en bacterias del orden
Streptophytahila y la especie Acinetobacter guillouiae en comparacion con los ratones
B1KO, cuyas bacterias mas diferenciales en la fraccion IgA* fueron Nevskia ramosa,
Clostridium cocleatum, Prevotella copriy especies de la familia Erysipelotrichaceae (Fig.

23B).
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Figura 23. La ausencia de Bankl modifica la composicion de la fraccion de
bacterias cubierta por IgA intestinal. A-B) Andlisis de discriminacién lineal con tamafio de
efecto de las especies encontradas en la fraccion IgA+ de bacterias fecales de ratones WT y B1IKO
control (no tratados con IMQ) (A) y tratados con IMQ (B). Los graficos muestran las especies con
mayores cambios entre grupos representativas de dos experimentos independientes.

Por su parte, el analisis multiparamétrico de célula tnica de la microbiota
intestinal (Fig. 22B) permitié identificar las 20 poblaciones (denominadas en este
analisis como bins) que mostraron los cambios mas notables en su abundancia relativa
entre los ratones Bank1” y Bank1""*, filtradas segtin su significacion estadistica. Tras
su identificacion, se realizaron andlisis de enriquecimiento entre genotipos en cada
una de las condiciones. La representacion visual de dichas poblaciones mediante sus
valor medio en cada parametro permiti6 caracterizar de forma clara la asociacion de

ciertas caracteristicas fenotipicas para uno u otro grupo.
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Figura 24. La ausencia de BanklI regula el pegado de IgA hacia las bacterias fecales

en estado estacionario y tras la induccion de lupus. A, B, D, E) Izquierda: graficos de puntos
representativos de diversos parametros en ratones WT y B1IKO control (A, B) y tratados con IMQ
(D, E). Derecha: representacion de los valores medios de FSC y SSC de las poblaciones que
mostraron mas significancia en la variacion de frecuencias entre ambos grupos. El cddigo de color
indica el grupo en el que se ha enriquecido (WT o B1KO) y el didametro, la magnitud del cambio
relativo en valor absoluto (fold change). A) Representacion del tamano (FSC) y complejidad (SSC)
de las poblaciones con mds variaciéon entre ratones WT (n=4) y B1KO (n=4) control. B)
Representacion de la cobertura de IgA y el perfil de ADN de las poblaciones con mas variacién entre
ratones WT (n=4) y BIKO (n=4) control. C) Analisis de correlacion entre la frecuencia relativa de
Akkermansia muciniphila en el contenido fecal de ratones WT y BIKO control y la frecuencia de las
bins identificadas en el analisis multiparamétrico, ordenadas segun el pegado de IgA. El cédigo de
color representa el valor del coeficiente (r) de Spearman. D) Representacion del tamaiio (FSC) y
complejidad (SSC) de las poblaciones con mas variacién entre ratones WT (n=6) y BIKO (n=6)
tratados con IMQ. E) Representacion de la cobertura de IgA y el perfil de DNA de las poblaciones
con mas variacién entre ratones WT (n=6) y BIKO (n=6) tratados con IMQ.

El analisis de enriquecimiento entre ratones WT y B1KO no tratados con IMQ
mostr6 una distribucion heterogénea en tamafio y complejidad (Fig. 24A), pero una
clara distincion en la distribucion del espectro de pegado de IgA. Asi, aquellas
bacterias presentes en la fraccion IgA* estaban enriquecidas en los ratones B1KO y las
distribuidas en la fraccién IgA™ fueron mas predominantes en los ratones WT
(Fig.24B). Esta metodologia fue validada mediante la correlacion de la abundancia de
Akkermansia muciniphila en las muestras fecales globales y las diferentes bins
ordenadas segun su pegado de IgA. En dicho analisis se encontrd una fuerte asociacién
entre Akkermansia muciniphila y las poblaciones inductoras de una respuesta IgA (Fig.

24C), confirmando lo hallado en el analisis LEfSe (Fig. 23A).

En ratones tratados con IMQ, se encontrd que, entre las poblaciones que mas
variaban en abundancia entre ambos genotipos, aquellas con un mayor tamaio y
complejidad estaban enriquecidas en ratones BIKO (Fig. 24D). Aunque el analisis de
enriquecimiento de las poblaciones bacterianas indicé un cambio relativo (fold
change) bajo, si se observa un enriquecimiento general de las poblaciones diferenciales
en los ratones BIKO (12 de las 20 poblaciones seleccionadas), con una cobertura

variable de IgA (Fig. 24E).
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Figura 25. Cinética temporal de los parametros FSC y SSC de las poblaciones
bacterianas con las mayores variaciones de frecuencia entre ratones del modelo
TLR7Tg. Gréficos de puntos representativos de tamafio (FSC) y complejidad (SSC) en ratones WT
(n=2-4), TLR7Tg (n=4-5) y TLR7Tg/B1KO (n=4-5) a edades jovenes (12-15 semanas), maduras
(23-25 semanas) y envejecidas (30-32 semanas). Debajo de los gréaficos de puntos se representan los
valores medios de FSC y SSC de las poblaciones filtradas y seleccionadas, divididas en tres graficos
que muestran los analisis de enriquecimiento por parejas entre ratones WT vs TLRTg, WT vs
TLR7Tg/B1KO y TLR7Tg vs TLR7Tg/B1KO. El cédigo de color indica el grupo en el que se ha
enriquecido en cada comparacién y el didmetro, la magnitud del cambio relativo en valor absoluto

(fold change).

Para el estudio de la respuesta IgA hacia las bacterias fecales en el modelo
espontaneo se diseno6 un flujo de trabajo que permitiera analizar con mas detalle el
efecto de la eliminacién de Bankl. Dada la naturaleza progresiva del desarrollo y
establecimiento del lupus en este modelo, se aplicé el analisis multiparamétrico por
citometria de flujo a nivel de célula tinica a muestras obtenidas a lo largo del curso de
la enfermedad. Para ello, se establecieron tres puntos temporales principales: el
primero de ellos se establecié coincidiendo con las primeras manifestaciones
fenotipicas, a las 12-15 semanas de edad (etapa de ‘juventud’); el segundo punto se
sitda a las 23-25 semanas, con las manifestaciones de gravedad media-alta (etapa de
‘madurez’); finalmente, el ultimo punto de esta cinética se ubicé a las 30-32 semanas
de edad, donde se alcanza el fenotipo mas marcado y la mayor penetrancia del modelo

(etapa de ‘vejez’).

En el periodo de juventud, las poblaciones bacterianas cuyas frecuencias diferian
mas entre los tres grupos analizados en este modelo (WT, TLR7Tg y TLR7Tg/B1KO)
tenian valores bajos de FSCy SSC (Fig. 25). Sin embargo, las propiedades fisicas de las
poblaciones mas diferenciales entre los grupos se ven modificadas con la edad de los
ratones analizados, evolucionando hacia poblaciones mas grandes y complejas a
edades mas avanzadas (ratones maduros) y alcanzando su mayor valor de ambos

parametros en el periodo de vejez (Fig. 25).
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RESULTADOS

Figura 26. Cinética temporal de la cobertura de IgA y el perfil de ADN de las
poblaciones bacterianas con las mayores variaciones de frecuencia entre ratones del
modelo TLR7Tg. Gréficos de puntos representativos de la cobertura de IgA y el perfil de DNA en
ratones WT (n=2-4), TLR7Tg (n=4-5) y TLR7Tg/B1KO (n=4-5) a edades jovenes (12-15 semanas),
maduras (23-25 semanas) y envejecidas (30-32 semanas). Debajo de los graficos de puntos se
representan los valores medios de pegado de IgA y de ADN de las poblaciones filtradas y
seleccionadas, divididas en tres graficos que muestran los andlisis de enriquecimiento por parejas
entre ratones WT vs TLRTg, WT vs TLR7Tg/B1KO y TLR7Tg vs TLR7Tg/B1KO. El cédigo de color
indica el grupo en el que se ha enriquecido en cada comparacién y el didmetro, la magnitud del
cambio relativo en valor absoluto (fold change).

El pegado de IgA hacia las poblaciones filtradas también presenté una dinamica
diferente entre los grupos con el avance de la enfermedad. En ratones jovenes, las
poblaciones con las frecuencias mas significativamente diferentes entre los tres grupos
estaban en la fraccion IgA" y se encontraban mayormente enriquecidas en ratones WT.
Sin embargo, dentro de esta tendencia, la magnitud del cambio relativo era mas notable
entre los ratones TLR7Tg y los WT que entre los TLR7Tg/B1KO y los WT (Fig. 26).
En la etapa de madurez de la enfermedad en estos ratones, las poblaciones mads
diferenciales entre genotipos mostraron una mayor variabilidad en su cobertura de
IgA, con un perfil muy similar de enriquecimiento de los ratones WT y TLR7Tg/B1KO
frente a los ratones TLR7Tg, que mostraron enriquecimiento en solo 3 de las 20
poblaciones filtradas (Fig. 26). En ratones envejecidos, los ratones TLR7Tg/B1KO
presentaron un perfil de enriquecimiento de poblaciones muy similar al de los

TLR7Tg, con una marcada disminucion frente a los ratones WT (Fig. 26).

El seguimiento temporal de la cobertura y las frecuencias de las poblaciones
bacterianas en el modelo espontdneo mediado por la sobreexpresion de TIr7 permitio
el analisis exhaustivo de las dindmicas inmunitarias hacia la microbiota (Fig. 27). Las
poblaciones que presentan las modificaciones mas marcadas en su abundancia a
edades tempranas presentan abundancias similares entre WT y TLR7Tg/B1KO,

especialmente en la fraccion IgA*. Con el avance de la enfermedad, las poblaciones
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diferenciales entre los grupos en estado de madurez cambian de identidad, y los
ratones TLR7Tg/B1KO siguen presentando una dindmica de frecuencias que se
asemeja mas a los WT que a los TLR7Tg (tanto en la fraccion IgA” como en la IgA*).
En el punto de vejez, el mas avanzado de este modelo, los ratones TLR7Tg/B1KO
presentan frecuencias indistinguibles a simple vista de las halladas en ratones TLR7Tg.
Por dltimo, cabe destacar que la identidad de las poblaciones con frecuencias mas
significativamente diferentes entre ratones WT, TLR7Tg y TLR7Tg/B1KO cambia con
la edad, donde las poblaciones mas diferenciales en la edad joven presentan
frecuencias comparables entre los tres grupos a edades maduras y envejecidas (Fig.

27).

3.2.

Para la caracterizacion de la microbiota, se realizaron dos estudios paralelos. En
primer lugar, se hizo uso de la secuenciacion global del ARNr 16S (V4) de la totalidad
de las bacterias fecales para estudiar la composiciéon taxondémica del conjunto
bacteriano. En paralelo, se implementé un panel de lectinas en el andlisis
multiparamétrico. Dichas estructuras poseen diferentes afinidades a azuicares, por lo
que permiten analizar el patron de glucosilacion presente en la superficie de las

bacterias estudiadas (Fig. 14y 5).

3.2.1.

El estudio del patréon de glucosilacion de las bacterias fecales procedentes de
ratones WT y B1KO en estado estacionario mostr6 una reduccion significativa en la
frecuencia de las bins WGA" y STL" en la microbiota fecal de los ratones deficientes
para Bankl en comparacion con aquella de los ratones WT. No se encontraron
diferencias significativas en el pegado de PNA y ConA entre ambos grupos en estas

condiciones (Fig. 28).
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Figura 27. Mapa de calor de las frecuencias relativas de las poblaciones bacterianas

seleccionadas en cada punto de la cinética temporal del modelo TLR7Tg. Representacién
de la frecuencia relativa (gradiente rojo-amarillo-azul) de las poblaciones bacterianas filtradas y
seleccionadas para los ratones WT (n=2-4), TLR7Tg (n=4-5) y TLR7Tg/B1KO (n=4-5) a edades
jovenes (12-15 semanas, bloque de arriba), maduras (23-25 semanas, bloque central) y envejecidas
(30-32 semanas, bloque de abajo). Cada columna representa una muestra individual. Las
poblaciones estan representadas en cada bloque temporal segtin su pegado de IgA (gradiente blanco
- negro). Cada bloque representa las frecuencias de las poblaciones bacterianas seleccionadas para
un bloque de edad especifico (indicado en el cuadro gris de la izquierda) comparadas en todas las
etapas temporales. En el bloque superior, las poblaciones que distinguen a los ratones WT, TLR7Tg
y TLR7Tg/B1KO jévenes se representan también a edades maduras y envejecidas, mostrando cémo
estas diferencias se diluyen con el tiempo. De manera similar, el bloque central refleja la frecuencia
de las poblaciones que diferencian a los tres genotipos en la madurez, mientras que en el bloque
inferior se representan las poblaciones con las variaciones mas significativas en la vejez. Test
estadistico de Kruskal Wallis y ajuste del valor de p por el método de Bonferroni-Hochberg.

Tras la induccion de la enfermedad, se encontraron diferentes modificaciones en
la composicion de azucares del ecosistema en funcion de la naturaleza aguda (IMQ) o

crénica (TLR7Tg) del modelo usado para la emulacion del lupus.

En ratones tratados con IMQ se encontrd que las poblaciones diferenciales entre
ratones WT y BIKO presentaron patrones similares en la unién de ConA, PNA y
WGA, mientras que las bins con un alta frecuencia de pegado de STL estaban

predominantemente enriquecidos en los ratones B1KO (Fig. 29).

Para el estudio de los patrones de glucosilacién en el modelo de TLR7Tg se realizo,
siguiendo la descripcién hecha en 3.1, una cinética temporal en ratones jovenes,
maduros y envejecidos. En el grupo joven, la ausencia de Bankl en el fondo TLR7Tg
resulté en una expansion de bacterias ConA* en comparaciéon con ratones WT y
TLR7Tg (Fig. 30A, B). Las fracciones WGA*, PNA* y STL* se encontraron mas
enriquecidas en ratones enfermos (TLR7Tg y TLR7Tg/B1KO) respecto de ratones
sanos WT, pero la magnitud de este cambio relativo fue mayor en la comparativa de
ratones TLR7Tg vs WT (Fig. 30A, B). No se encontraron diferencias en los patrones

de cobertura por ConA (Fig. 30A, B). En ratones maduros, se mantuvo la similitud de
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Figura 28. La ausencia de Bankl modifica el patron de azicares de superficie en

estado estacionario. Izquierda: graficos de puntos representativos del pegado de WGA, STL, PNA
o ConA en ratones WT (n=4) y BIKO (n=4) control. Derecha: representacion de los valores medios
de pegado de WGA, STL, PNA o ConA vy el perfil de ADN de las poblaciones que mostraron mas
significancia en la variacién de frecuencias entre ambos grupos. El codigo de color indica el grupo
en el que se ha enriquecido (WT o B1KO) y el didmetro, la magnitud del cambio relativo en valor
absoluto (fold change).
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Figura 29. La ausencia de Bankl modifica el patrén de aziicares de superficie tras
el tratamiento con IMQ. Izquierda: graficos de puntos representativos de WGA, STL, PNA o
ConA en ratones WT (n=6) y B1KO (n=6) tratados con IMQ. Derecha: representacion de los valores
medios de pegado de WGA, STL, PNA o ConA y el perfil de ADN de las poblaciones que mostraron
mds significancia en la variacion de frecuencias entre ambos grupos. El cddigo de color indica el
grupo en el que se ha enriquecido (WT o B1KO) y el didmetro, la magnitud del cambio relativo en
valor absoluto (fold change).
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Figura 30. La ausencia de Bankl modifica el patrén de azicares de superficie en el

modelo TLR7Tg a edades jovenes. A) gréficos de puntos representativos de WGA, STL, PNA
o ConA en ratones WT (n=2-4), TLR7Tg (n=4-5) y TLR7Tg/B1KO (n=4-5) a edades jovenes (12-
15 semanas). B) Representacion de los valores medios de pegado de WGA, STL, PNA o ConA y el
perfil de ADN de las poblaciones que mostraron mas significancia en la variacién de frecuencias
divididas en tres graficos que muestran los andlisis de enriquecimiento por parejas entre ratones WT
vs TLR7Tg, WT vs TLR7Tg/B1KO y TLR7Tg vs TLR7Tg/B1KO. El cédigo de color indica el grupo
en el que se ha enriquecido en cada comparacién y el didmetro, la magnitud del cambio relativo en
valor absoluto (fold change).

patrones de enriquecimiento entre ratones WT y TLR7Tg/B1KO, presentando ambos
grupos una mayor frecuencia de poblaciones WGA*, ConA" y PNA" respecto de las
bacterias de ratones TLR7Tg (Fig. 31A, B); la cobertura por STL fue, a esta edad,
similar y heterogénea entre los grupos (Fig. 31A, B). Por tltimo, el estudio en el punto
temporal de vejez indicé que tanto los ratones TLR7Tg como los TLR7Tg/B1KO
poseian una mayor abundancia de bacterias ConA*, WGA "y STL’, pero no de bacterias

PNA*, en comparacién con sus homdlogos WT (Fig. 32A, B).

3.2.2.

En primer lugar, se encontr6 en la microbiota de ratones WT y BIKO control (no
tratados con IMQ) una alta frecuencia de bacterias pertenecientes a la familia $24-7
(dentro del orden Bacteroidales), seguida de Akkermansia muciniphila (Fig. 33A). La
deficiencia de Bankl en estado estacionario indujo un cambio significativo en la
distancia filogenética de Faith (p=0.02), pero no alter¢ el indice de Pielou (p=0.3) (Fig.
33B) ni el indice de Shannon (p=0.28). La beta diversidad, por su parte, se caracterizd
a través de un PCA, y su representacion grafica muestra la separacion espacial
significativa (PERMANOVA p=0.001) entre los ratones WT y B1KO en condiciones

basales (Fig. 33C).



RESULTADOS

Etapa de madurez

TLR7Tg

TLR7Tg/B1KO

WT

TLR7Tg  TLR7Tg/B1KO

10

B) - o
Analisis de enriquecimiento
10°
@ ®
< 10t
pd Qe o8
o - W
Im“
2
10 - W 3
10" 10 10" 10 10
10°
% 10*
O
ol | eap .
&
10°4— 1 T )
10 10° 10* 10° 10" 10°
10°
| 4
=" ® ®
» ® e
; O
I i .’
2
0 o 1, i
10" 10 10" 10 10
|Log2 FC]|
® < 001
10° ® 024
& e w @:s0
g 10 ' h WT
@ TLR7Tg
3 © (]
Iw «®e ® gee @ TLR7Tg/B1KO
1021. - , 1, 2
0 10" 10 10" 10 10

) DNA

151



152

La sefalizacién por Bankl regula la cobertura de las bacterias fecales por IgA y
la composicién de la microbiota.

Figura 31. La ausencia de Bankl modifica el patrén de azicares de superficie en el

modelo TLR7Tg a edades de madurez. A) graficos de puntos representativos de WGA, STL,
PNA o ConA en ratones WT (n=2-4), TLR7Tg (n=4-5) y TLR7Tg/B1KO (n=4-5) a edades de
madurez (23-25 semanas). B) Representacién de los valores medios de pegado de WGA, STL, PNA
0 ConA vy el perfil de ADN de las poblaciones que mostraron mds significancia en la variacién de
frecuencias divididas en tres graficos que muestran los anélisis de enriquecimiento por parejas entre
ratones WT vs TLRTg, WT vs TLR7Tg/B1KO y TLR7Tg vs TLR7Tg/B1KO. El cédigo de color
indica el grupo en el que se ha enriquecido en cada comparacién y el didmetro, la magnitud del
cambio relativo en valor absoluto (fold change).

Para completar el analisis de la microbiota basal, se llevo a cabo un analisis LEfSe,
el cual revel6 los taxones con la abundancia mas diferencial en el intestino de ratones
WT y B1KO. Entre los taxones con mayores diferencias de abundancia, las especies
Akkermansia muciniphila, Desulfovibrio C21_C20, Clostridium aldense junto con el
género Lactobacillus y la familia Enterobacteriaceae aparecieron como colonizadores
diferenciales de los ratones B1KO. Por su parte, la microbiota de ratones WT apareci6
enriquecida en taxones de los drdenes Clostridiales y Pseudomonadales, a la par que las
familias $24-7 y Ruminococcaceae, los géneros Sphingomonas, Dehalobacterium vy las

bacterias de la especie Bifidobacterium psudolongum (Fig. 33D).

Posteriormente a la induccién del lupus en estos ratones mediante la aplicacion de
IMQ, se observd que, aunque el taxén mayoritario en ambos grupos seguia siendo la
familia $24-7, en los ratones B1KO se dio una disminucion notable de la frecuencia de
Akkermansia muciniphila y un incremento de la presencia de Bacteroides acidifaciens.
En el grupo WT tratado con IMQ no se observo esta tendencia (Fig. 34A). Los analisis
de alfa diversidad entre los animales con lupus mostraron que, tras el establecimiento
de la enfermedad, ambos grupos presentaban valores comparables de la distancia
filogenética de Faith (p=0.07) y el indice de Pielou (p=0.07) (Fig. 34B). La
caracterizacion de la beta diversidad si mostréd diferencias estadisticamente

significativas (PERMANOVA p=0.001) entre ambos genotipos.
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Figura 32. La ausencia de Bankl modifica el patrén de azicares de superficie en el

modelo TLR7Tg a edades envejecidas. A) graficos de puntos representativos de WGA, STL,
PNA o ConA en ratones WT (n=2-4), TLR7Tg (n=4-5) y TLR7Tg/B1KO (n=4-5) a edades de vejez
(30-32 semanas). B) Representacion de los valores medios de pegado de WGA, STL, PNA o ConA
y el perfil de ADN de las poblaciones que mostraron mds significancia en la variacion de frecuencias
divididas en tres graficos que muestran los andlisis de enriquecimiento por parejas entre ratones WT
vs TLRTg, WT vs TLR7Tg/B1KO y TLR7Tg vs TLR7Tg/B1KO. El cédigo de color indica el grupo
en el que se ha enriquecido en cada comparacién y el didmetro, la magnitud del cambio relativo en
valor absoluto (fold change).

Gracias al analisis LEfSe se pudo comprobar que, en ratones con lupus tras el
tratamiento de IMQ, A. muciniphila estaba, en efecto, colonizando diferencialmente el
intestino de ambos grupos de ratones, con una mayor abundancia en ratones WT (Fig.
34C). Los ratones B1KO presentaron un enriquecimiento en Bacteroides acidifaciens,
pero también en otras especies de los géneros Bacteroides y Prevotella, las familias
Ruminococcaceae 'y Lachnospiraceae y las especies Parabacteroides distasonis y

Desulfovibrio c21_c20 (Fig. 34C).

En el modelo espontaneo, por su parte, también se observaron cambios en las
abundancias taxondmicas entre los ratones TLR7Tg y TLR7Tg/B1KO, pero las
variaciones entre ambos modelos fueron diferentes. La ausencia de BankI en estos
ratones permitié una mayor proliferacion de la familia $24-7 y los géneros Clostridium
cocleatum, Alistipes putrendinis, Helicobacter ganmani o Parabacteroides distasonis
entre otros, pero no en ratones TLR7Tg. En ellos, se encontré una mayor abundancia
de especies pertenecientes a los géneros Ruminococcus y Allobaculum (Fig. 35A, B).
Ademdés, con el establecimiento de la enfermedad, los ratones TLR7Tg (Bankl™ y
Bank1*"*) presentaron una marcada proliferacion de Bacteroides acidifaciens (Fig.
35A). Al analizar de forma conjunta las variaciones de microbiota de ambos modelos,
resultd especialmente interesante la fuerte asociacion de dos bacterias con los cambios
inducidos ante el establecimiento de lupus en ausencia de Bankl: P. distasonis y B.

acidifaciens.
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La microbiota generada por la ausencia de Bankl induce un papel protector en
ratones con lupus.

Figura 33. Los ratones B1KO presentan una microbiota diferente en estado

estacionario. A) Gréficos de barras con la abundancia relativa de las especies encontradas en
ratones WT y BIKO controles (no tratados con IMQ). Cada columna representa una muestra
original. B) Representacion de la alfa diversidad (distancia filogenética de Faith e indice de Pielou o
Uniformidad) entre ratones WT y B1KO no tratados con IMQ. C) Representacion de la beta
diversidad por PCA. D) Analisis de discriminacién lineal con tamaiio de efecto de los ecosistemas
bacterianos intestinales. Los datos son representativos de dos experimentos independientes con
n=6-12 ratones por grupo. B: Las graficas representan el valor medio con SD. Test estadistico de
Mann-Whitney no pareado. *p<0.05; la ausencia de asterisco se interpreta como ausencia de
significacién estadistica.

A la luz de estos resultados, se realiz un andlisis ANCOM para evaluar de forma
conjunta la significancia de las variaciones en la abundancia relativa de las especies en
ambos modelos y la magnitud de dichas variaciones. La comparacion de ratones con
lupus Bankl” y Bank1™* confirmé que tanto P. distasonis como B. acidifaciens son
especies que exhibian una abundancia diferencial en el intestino de ratones deficientes
para Bankl en comparacion con ratones WT tratados con IMQ (Fig. 35C) y ratones
TLR7Tg (Fig. 35D). Los analisis de la composicién de la microbiota revelaron de esta
forma la existencia de especies sensibles a la senalizacién de Bankl en homeostasis y

tras el desarrollo e induccion de lupus.

4. La microbiota generada por la ausencia de Bank1 induce un
papel protector en ratones con lupus.

Los resultados expuestos hasta el momento mediante el uso de los dos modelos de
lupus han mostrado que la ausencia de BankI del genoma induce modificaciones a
nivel de la respuesta inmunitaria sistémica e intestinal, las cuales a su vez se traducen
en una mejora en los sintomas de lupus y, de forma concomitante, cambios en la
composicion de la microbiota. Por ello, se quiso investigar a continuacién si la
microbiota generada en los ratones Bankl” era transferible y si posefa propiedades

inmunomoduladoras.
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Figura 34. Los ratones B1KO presentan una microbiota diferente tras la induccion

de lupus. A) Gréficos de barras con la abundancia relativa de las especies encontradas en ratones
WT y B1KO tratados con IMQ. Cada columna representa una muestra original. B) Representacién
de la alfa diversidad (distancia filogenética de Faith e indice de Pielou o Uniformidad) entre ratones
WT y BIKO tratados con IMQ. C) Anilisis de discriminacion lineal con tamaio de efecto de los
ecosistemas bacterianos intestinales. Los datos son representativos de dos experimentos
independientes con n=6-12 ratones por grupo. B: Las graficas representan el valor medio con SD.
Test estadistico de Mann-Whitney no pareado. La ausencia de asterisco se interpreta como ausencia
de significacion estadistica.
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Figura 35. Los ratones TLR7Tg/B1KO presentan cambios en la microbiota

similares a los ratones B1KO tratados con IMQ. A) Griéficos de barras con la abundancia
relativa de las especies encontradas en ratones TLR7Tg y TLR7Tg/B1KO. Cada columna representa
una muestra original. B) Anélisis de discriminacién lineal con tamafo de efecto de los ecosistemas
bacterianos intestinales de TLR7Tg y TLR7Tg/B1KO. C-D) Analisis de composiciéon de
microbiomas (ANCOM) en ratones WT y B1KO tratados con IMQ (C) y ratones TLR7Tg y
TLR7Tg/B1KO (D). Los datos son representativos de dos experimentos independientes con n=5-12
ratones por grupo en ratones de 20 (modelo IMQ) o 32 (modelo TLR7Tg) semanas de edad.
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4.1.

Con el objetivo de analizar el papel de la microbiota en la regulacion del desarrollo
de lupus, se desarroll6 el modelo agudo de aplicacién de IMQ (Fig. 10A) en ratones
littermates portadores de la microbiota asociada a los ratones BIKO (Fig. 36A). Para
este modelo se usaron como animales control homélogos WT y B1KO tratados y no
tratados criados en jaulas separadas y provenientes de padre homocigotos (ratones
single cage) para mantener la microbiota intestinal asociada a cada genotipo por

separado.

Tras el establecimiento de este modelo, se evalué en primer lugar que la
normalizacion de la microbiota no indujera ningtin efecto adverso en estos ratones, no
encontrandose ninguna senal de esplenomegalia ni secrecion de autoanticuerpos anti-
ADNdc en los ratones littermates (Fig. 36B-D). Replicando los resultados previamente
descritos en las figuras 10 y 12, la induccién de lupus en los ratones single cage se
tradujo en menores niveles de esplenomegalia y de autoanticuerpos IgG2c e IgG total
anti-ADNdc, asi como una menor severidad en las afecciones renales en los ratones
B1KO en comparacién con los ratones WT (Fig. 36B-E). Por otro lado, los signos de
autoinmunidad a nivel de bazo, rifién y autoanticuerpos manifestados en los ratones
littermates tras el tratamiento con IMQ fue similar independientemente del genotipo
(WT, HET y B1KO) y similar a los niveles de los ratones B1KO single cage (Fig. 36B-

E).

La secuenciacion de la microbiota fecal de los ratones littermates y single cage
tratados con IMQ permitié comprobar la eficacia de la generacion de littermates para

la homogeneizacion del ecosistema intestinal (Fig. 37A, B).

159



160

ratones con lupus.

La microbiota generada por la ausencia de Bankl induce un papel protector en

A) £2%y e E)
AT . (‘:\,/- Daiio renal
P X *
—~— — 5 '**—l
dWT Q@ B1KO
l - 2 4] esee e o0 o
P Q
‘\ (2]
F1 @ ; 3] wne eee oeo seee
» e =]
— & 2 °
Bank 1 E
Het X Het o 1
l 0 T T T T T
Genotipo WT B1KO WT B1KO HET
F2 | Heterocigotos  WT B1KO .

Bank 1" Bank1* Bank1" Modelojaula SC SC LM LM LM
50% 25% 25% IMQ + + + + +
gy Py §

TP S S
B) 1o-
B 0.8 : *
o *okkok
g 0.6 I—‘
3 L ]
T 0.4 °
2’ S T
& 0.2 ? e &4 F:
Cm de 0 etee B8 .
0.0 T T T T T T T T T T
Anti-dsDNA IgG2c
C -
) 3.0 *kokok
g
g
o
Anti-dsDNA total IgG
D) 0.65 * %k
*® [ ]
£ 0.4
o
3
a
O 0.24
0.0
Genotipo WT B1KO WT B1KO WT B1KO HET WT B1KO HET
Modelojaula SC SC SC sSC LM LM LM LM LM LM

MQ - - + + - - - + + +



RESULTADOS

Figura 36. Los ratones littermates presentan menor severidad en las

manifestaciones de lupus. A) Descripcién del modelo de generacién de ratones littermates
portadores de una microbiota asociada al genotipo B1KO (microbiota en color verde). B-E)
Caracterizacion de las afecciones fenotipicas de lupus en ratones WT y B1KO control y tratados con
IMQ, criados en condiciones single cage o littermates. En el caso de littermates, se incluyen también
ratones HET. B) Representacion de la esplenomegalia caracterizada por la masa del bazo. C-D)
Niveles de autoanticuerpos de isotipo IgG2c(C) e IgG total (D) anti ADNdc en suero medidos por
ELISA. E) Estudio del dafio renal mediante un sistema de puntuacién glomerular basado en el
andlisis ciego de las micrografias dpticas renales (0: ningun nivel de dafio, 5: dafio renal elevado).
LM: littermates, SC: single cage. B-E) Datos de dos experimentos independientes con n= 4-7 ratones
por grupo. Las graficas representan el valor medio con SD de experimentos llevados a cabo con
ratones de 20 semanas de edad. Test estadistico de Mann-Whitney no pareado *p<0.05; **p<0.01;
p<0.001; ****p<0.0001; la ausencia de asterisco se interpreta como ausencia de significacién
estadistica.

El analisis por PCA revel6 que la composicion de los grupos B1IKO, WT y HET
tratados con IMQ y criados como littermates era similar, pero divergia de la mostrada
por los ratones WT y B1KO tratados con IMQ mantenidos en condiciones single cage,
los cuales también mostraban diferencias entre si (Fig. 37A). Adicionalmente, la
distribucion de la frecuencia relativa de los taxones mas abundantes fue similar entre
littermates tras el tratamiento con IMQ (Fig. 37B). Por tltimo, se analizd en los ratones
littermates tratados con IMQ la frecuencia de las especies que manifestaban los
cambios mas notables entre los ratones BIKO y WT tratados con IMQ criados como
single cage (P .distasonis, B. acidifaciens y una disminucion de la frecuencia de A.
muciniphila) (Fig. 26E, 35C). El analisis de estos taxones demostrd que las tres especies
presentaron frecuencias similares en el contenido fecal de todos los grupos con
independencia de su genotipo (Fig. 37C), reforzando el concepto de una microbiota

normalizada.

Por otro lado, se encontré en los ratones littermates portadores de la microbiota
asociada al genotipo Bankl™” que, tras la induccion de lupus, los tres genotipos
presentaron niveles significativamente menores de paso paracelular de FITC-dextrano

en comparacion con los ratones WT single cage tratados con IMQ.
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Figura 37. Los ratones littermates presentan una microbiota comparable entre

genotipos. A) Representacién de la beta diversidad por PCA entre ratones WT y B1KO tratados

con IMQ crecidos como single cage o como littermates. En el caso de littermates, se incluyen también

ratones HET. B) Graficos de barras con la abundancia relativa de las especies encontradas en ratones
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littermates tratados con IMQ. Cada columna representa una muestra original. C) Representacion de
la frecuencia relativa de Pdistasonis, B.acidifaciens y A.muciniphila en muestras fecales de ratones
WT y BIKO tratados con IMQ crecidos como single cage o littermates. En el caso de littermates, se
incluyen también ratones HET. Los datos son representativos de dos experimentos independientes
con n=6-12 ratones por grupo. LM: littermates, SC: single cage. C: Las graficas representan el valor
medio con SD. Test estadistico de Mann-Whitney no pareado. *p<0.05; la ausencia de asterisco se

interpreta como ausencia de significacién estadistica.

Estos niveles, comparables entre los ratones littermates de los tres genotipos, eran
ademas similares a los observados en ratones B1KO single cage posteriormente al
tratamiento con IMQ (Fig. 38A). En paralelo, se caracterizd la expresion de claudina-
1 en el epitelio intestinal de los ratones littermates tras la induccion de la enfermedad,
encontrandose que la presencia de una microbiota asociada al genotipo B1KO era
suficiente para inducir en los ratones WT, B1IKO y HET una expresion similar a la de
los ratones B1KO single cage (Fig. 12C, 38B). Asi, las micrografias ilustraron una
distribucién normal de esta proteina en la membrana de los enterocitos que, ademads,

resultaba comparable entre los tres genotipos de ratones (Fig. 38B).

A) Permeabilidad intestinal B) Littermates tratados con IMQ
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Figura 38. La presencia de una microbiota asociada a la deficiencia de Bank1 en los
ratones littermates induce una permeabilidad intestinal comparable a los ratones

B1KO single cage. A) Cuantificacion in vivo de la permeabilidad intestinal en ratones tratados con
IMQ single cage y littermates. Los datos son representativos de dos experimentos independientes
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con n=5-10 ratones por grupo. Las graficas representan el valor medio con SD. B) Tincién
representativa del patrén de expresion de claudina-1 en cortes transversales del ileon distal realizada
por microscopia confocal. Todas las imdgenes fueron capturadas usando un objetivo Zeiss Plan-
Apochromat 63X/1.40 NA en aceite de inmersién DIC M27 (apertura de pinhole= 1.0 AU). LM:
littermates, SC: single cage. Test estadistico de Mann-Whitney no pareado. *p<0.05; la ausencia de
asterisco se interpreta como ausencia de significacién estadistica.

En los ratones littermates se evalué también la respuesta celular y humoral IgA en
condiciones basales y tras la aplicacion del tratamiento de IMQ con el objetivo de
analizar los efectos del fondo genético en la respuesta inmunitaria intestinal ante la

normalizacidn de la microbiota como fuente de variabilidad.

En estado estacionario se encontré que los ratones BIKO y HET littermates
presentaban un reclutamiento significativamente inferior de células B totales a la
lamina propia intestinal en comparaciéon con sus homoélogos WT littermates (Fig.
39A), emulando lo observado en estado estacionario en ratones WT y B1KO single
cage (Fig. 8A). En estas mismas condiciones, sin embargo, las células B220" IgA*, que
en ratones single cage eran significativamente inferiores en WT en comparacién con
los BIKO (Fig. 9A), en los ratones littermates se encontraron en frecuencias
comparables en los tres genotipos analizados (Fig. 39B). Tras el tratamiento con IMQ,
las células B220" IgA* mostraron en los ratones littermates frecuencias comparables a

los ratones single cage (Fig. 39C).

Siguiendo el flujo de analisis descrito en apartados anteriores, se caracterizd a
continuacion la respuesta IgA global y la dirigida concretamente hacia las bacterias
fecales. Siguiendo el comportamiento encontrado entre los ratones WT y B1KO single
cage tras el tratamiento con IMQ (Fig. 13F), los controles single cage de este modelo no
presentaron diferencias significativas entre ambos genotipos en la concentracion de
IgA libre en el contenido fecal (Fig. 39D). Los ratones littermates con lupus, no

obstante, presentaron niveles similares entre los tres genotipos, pero
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significativamente menores que los hallados en los ratones B1KO single cage tras la
induccion de la enfermedad (Fig. 39D). Respecto a la cobertura de IgA hacia las
bacterias fecales, tanto los ratones single cage como aquellos criados como littermates

presentaron niveles semejantes de cobertura (Fig. 39E).
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Figura 39. La respuesta celular IgA+ intestinal se iguala en ratones littermates con
lupus. A) Caracterizacién de células B (caracterizadas como CD19+ B220+) en SILP de ratones
littermates. B-C) Frecuencia de células B productoras de IgA B220- en SILP. B) Representacion en
ratones littermates control y C) representacion en ratones single cage y littermates tratados con IMQ.
D-E) Analisis de la respuesta IgA intestinal mediante la cuantificacion de la IgA libre en
sobrenadantes fecales por ELISA (D) y el pegado de IgA hacia las bacterias fecales por citometria de
flujo (G,I) en ratones tratados con IMQ. SILP: Lamina propia del intestino delgado, LM: littermates,
SC: single cage. A-E) Las graficas representan el valor medio con SD de experimentos llevados a cabo
con ratones de 20 semanas de edad. Los datos son representativos de dos experimentos
independientes con n=5-10 ratones por grupo. Test estadistico de Mann-Whitney no pareado.
*p<0.05; la ausencia de asterisco se interpreta como ausencia de significacion estadistica.
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Para el analisis exhaustivo de la respuesta inmunitaria intestinal hacia la
microbiota fecal se procedid a la separacion de las bacterias segin su recubrimiento
de IgA seguido de la secuenciacion del ADN bacteriano (Fig. 14A). Esta
caracterizacion permitio evaluar el poder de la composicion de la microbiota en la
respuesta IgA. La comparativa mediante LEfSe de las bacterias encontradas en la
fraccion positiva de ratones con lupus W'T single cage y littermates identificé a Serratia
marcescens, Acinetobacter guillouiae y especies del género Lactobacillus como los
taxones diferenciales en los WT littermates. Por el contrario, los ratones WT single cage
tratados con IMQ poseian de forma diferencial en su fraccion IgA* a Clostridium
cocleatum, Akkermansia muciniphila, ademas de otras bacterias del género

Streptococcus (Fig. 40A).

En paralelo, el andlisis multiparamétrico a nivel de célula inica en las bacterias de
los ratones littemates con lupus demostrd que las poblaciones con mayor variaciéon
entre los ratones WT single cage y WT littermates presentaban pegados diferenciales

de IgA tanto en estado estacionario como tras el tratamiento con IMQ.

En ambas condiciones, la presencia de una microbiota asociada a BIKO en los
ratones WT era capaz de inducir un enriquecimiento en las poblaciones IgA*, mientras
que los WT single cage presentaban una mayor frecuencia de bacterias IgA™ de forma
basal y con lupus (Fig. 40B). No obstante, la comparativa de ratones B1KO single cage
y littermates, apunt6 a un comportamiento opuesto en ambas condiciones (estado
basal y estado de enfermedad). En ausencia de Bankl, los ratones criados como
littermates presentaron un enriquecimiento en las bacterias IgA", y aquellas bacterias
con mayor cobertura de IgA aparecen con mayor frecuencia en ratones single cage (Fig.

400C).
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Figura 40. Los ratones WT littermates presentan una microbiota diferencial con los
WT single cage. A) Anélisis de discriminacién lineal con tamafio de efecto de las especies
encontradas en la fraccion IgA+ de bacterias fecales de ratones WT single cage y WT littermates
tratados con IMQ. B-C) Izquierda: graficos de puntos representativos del pegado de IgA vy el perfil
de ADN entre ratones single cage y sus homologos littermates en estado basal y con lupus. Derecha:
representacion de los valores medios de pegado de IgA y perfil de ADN de las poblaciones que
mostraron mas significancia en la variacion de frecuencias entre ambos grupos. El cdigo de color
indica el grupo en el que se ha enriquecido (single cage o littermates) y el didmetro, la magnitud del
cambio relativo en valor absoluto (fold change). B) Comparativa entre ratones WT y C) comparativa
entre ratones B1KO. Los datos son representativos de dos experimentos independientes con n=5-10
ratones por grupo.

Finalmente, el andlisis del patron de aztcares de superficie revel6 que, en ratones
littermates, la distribucion de las bacterias que pegan ConA, PNA, WGA o STL era
heterogénea en ambos genotipos, independientemente de si se median en estado
estacionario (Fig. 41) o tras el tratamiento con IMQ (Fig. 42). De forma especialmente
llamativa, se encontré que la comparacion del enriquecimiento en poblaciones que
pegan todas las lectinas analizadas entre ratones WT single cage y ratones WT
littermates emularon los resultados obtenidos al comparar los ratones WT single cage
con los ratones B1KO single cage (Fig. 20, 21). Este comportamiento se observo entre
los ratones WT single cage y littermates en condiciones basales (Fig. 43) y
posteriormente al tratamiento con IMQ (Fig. 44). Ademas, dentro de las poblaciones
generadas en el analisis del patron de pegado de lectinas, aquellas que presentaron los
cambios mas notables entre los diferentes grupos del modelo de littermates y sus
controles single cage, evolucionaron de una forma similar en los ratones que

compartian la composicion de la microbiota (Fig. 45).

La caracterizacion de la respuesta inmunitaria sistémica e intestinal en ratones
Bank1*"* tras la adquisicion de una microbiota asociada al genotipo Bankl” prueba
que gran parte de las manifestaciones inmunologicas generadas tras la induccion del

lupus puede ser modulada por la composicién de la microbiota.
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Figura 41. La normalizacion de la microbiota iguala el patréon de aziicares del
ecosistema en estado estacionario. Izquierda: gréficos de puntos representativos del pegado de
WGA, STL, PNA o ConA en ratones WT Iittermates y B1KO littermates control. Derecha:
representacion de los valores medios de pegado de WGA, STL, PNA o ConA vy el perfil de ADN de
las poblaciones que mostraron mas significancia en la variacion de frecuencias entre ambos grupos.
El cédigo de color indica el grupo en el que se ha enriquecido (WT o B1KO) y el didmetro, la
magnitud del cambio relativo en valor absoluto (fold change). Los datos son representativos de dos
experimentos independientes con n=5-10 ratones por grupo.
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Figura 42. La normalizacion de la microbiota iguala el patréon de azicares del
ecosistema tras el tratamiento con IMQ. Izquierda: grificos de puntos representativos del
pegado de WGA, STL, PNA o ConA en ratones WT littermates y BIKO littermates tratados con
IMQ. Derecha: representacion de los valores medios de pegado de WGA, STL, PNA o ConA vy el
perfil de ADN de las poblaciones que mostraron mas significancia en la variacién de frecuencias
entre ambos grupos. El cddigo de color indica el grupo en el que se ha enriquecido (WT o B1IKO) y
el diametro, la magnitud del cambio relativo en valor absoluto (fold change). Los datos son
representativos de dos experimentos independientes con n=5-10 ratones por grupo.
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Figura 43. La microbiota asociada a Bankl” modifica el patrén de aziicares de
superficie del ecosistema intestinal en estado estacionario. Izquierda: gréficos de puntos
representativos del pegado de WGA, STL, PNA o ConA en ratones WT single cage y WT littermates
control. Derecha: representacion de los valores medios de pegado de WGA, STL, PNA o ConA y el
perfil de ADN de las poblaciones que mostraron mas significancia en la variacién de frecuencias
entre ambos grupos. El codigo de color indica el grupo en el que se ha enriquecido (single cage o
littermates) y el didmetro, la magnitud del cambio relativo en valor absoluto (fold change). Los datos
son representativos de dos experimentos independientes con n=5-10 ratones por grupo. LM:
littermates, SC: single cage.
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Figura 44. La microbiota asociada a Bankl-/- modifica el patrén de azicares de
superficie del ecosistema intestinal en ratones con lupus. Izquierda: gréficos de puntos
representativos del pegado de WGA, STL, PNA o ConA en ratones WT single cage y WT littermates
tratados con IMQ. Derecha: representacion de los valores medios de pegado de WGA, STL, PNA o
ConA y el perfil de ADN de las poblaciones que mostraron mds significancia en la variaciéon de
frecuencias entre ambos grupos. El codigo de color indica el grupo en el que se ha enriquecido
(single cage o littermates) y el didmetro, la magnitud del cambio relativo en valor absoluto (fold
change). Los datos son representativos de dos experimentos independientes con n=5-10 ratones por
grupo. LM: littermates, SC: single cage.
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Figura 45. Mapa de calor de las frecuencias relativas de las poblaciones bacterianas

seleccionadas para el modelo de littermates. Representacién de la frecuencia relativa
(gradiente azul-amarillo-rojo) de las poblaciones bacterianas filtradas y seleccionadas segtn el
pegado de lectinas para los ratones WT y B1KO, controles y tratados con IMQ, criados en
condiciones single cage o littermates (anotacion de la parte superior). Cada columna representa una
muestra individual. Test estadistico de Kruskal Wallis y ajuste del valor de p por el método de
Bonferroni-Hochberg.

4.2.La administracion externa de Parabacteroides
distasonis induce una fenocopia del cuadro de lupus
desarrollado en ratones B1KO.
Dado que P, distasonis fue una de las especies con mayor abundancia diferencial
en el intestino de ratones B1KO tras el tratamiento con IMQ, se plante¢ la posibilidad

de que el efecto inmunoregulador encontrado en los ratones WT Iittermates

Bin_1016

Bin_1020
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portadores de la respuesta BIKO pudiera atribuirse a esta especie. Para probar esta
hipétesis, se diseni6 una cinética de administracion por via oral de P. distasonis que se
mantuvo durante el tratamiento con IMQ (Fig. 46A). Ademas, se establecié como
control un grupo de ratones tratados con IMQ que recibieron de forma oral la solucién

usada para la dilucion de las bacterias (Fig. 46A).

Tras el sacrificio de los ratones, se evalud inicialmente la concentracién de la
bacteria en el contenido bacteriano fecal por qPCR. Esta técnica confirmé que los
ratones B1KO poseen esta bacteria como parte de su microbiota natural en respuesta
a la inflamacion (ratones B1KO sin suplementacion, con IMQ) (Fig. 46B). Ademas, se
pudo comprobar que la suplementaciéon mantenida en el tiempo de P .distasonis a
ratones WT inducia un incremento significativo de la presencia de esta bacteria en
comparaciéon con ratones WT que recibieron PBS previamente y durante el

tratamiento con IMQ (Fig. 46B).

La caracterizacion de la esplenomegalia, los niveles de autoanticuerpos anti-
ADNdcy el daio renal desarrollados por estos ratones demostrd, en primer lugar, que
la administracién externa de P. distasonis no inducia, per se, ningin sintoma de
autoinmunidad, probando la inocuidad de esta suplementaciéon (Fig. 46C-F). En
ratones tratados con IMQ, por su parte, se observo que la presencia de P. distasonis en
el intestino de ratones WT provoca una disminucién significativa de la esplenomegalia
en comparacion con ratones WT tratados con IMQ que recibieron PBS, alcanzando
niveles similares a los encontrados en ratones BIKO (Fig. 46C). Esta tendencia de
mejora en ratones suplementados con P. distasonis y tratados con IMQ se observd
también en el analisis de los autoanticuerpos anti-ADNdc IgG2c y el dafio renal (Fig.
46D, F). Los niveles de IgG total con reactividad hacia el ADNdc, sin embargo, se
mantuvieron invariables en comparacioén con los ratones WT que recibieron PBS y

fueron tratados con IMQ (Fig. 46E).
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Figura 46. Los ratones WT suplementados con Pdistasonis presentan
manifestaciones menos severas de lupus. A) Descripcién de la adaptacion del modelo de IMQ
con suplementacion de PBS o Pdistasonis. Se incluyeron ratones WT (n=5) y B1KO (n=7) control
suplementados con Pdistasonis, ratones WT (n=5) y B1IKO (n=7) tratados con IMQ suplementados
con PBS, y ratones WT (n=8) suplementados con Pdistasonis y tratados con IMQ. B) Anélisis de la
colonizacién de Pdistasonis en el intestino de los ratones incluidos en este modelo a las 20 semanas
de edad por gPCR. C) Medida de esplenomegalia caracterizada por la masa del bazo. D-E) Niveles
de autoanticuerpos de isotipo IgG2¢(D) e IgG total (E) anti ADNdc en suero medidos por ELISA.
F) Estudio del dafio renal mediante un sistema de puntuacion glomerular basado en el analisis ciego
de las micrografias dpticas renales (0: ningun nivel de dafo, 5: dafo renal elevado). G) Correlacién
entre la concentracién de Pdistasonis en las heces y la esplenomegalia en ratones WT tratados con
IMQ suplementados con PBS (izquierda) y WT tratados con IMQ suplementados con Pdistasonis
(derecha). B-E: Las graficas representan el valor medio con SD de experimentos llevados a cabo con
ratones de 20 semanas de edad. Test estadistico de Mann-Whitney no pareado. G:Test estadistico de
correlacién de Spearman (r). *p<0.05; **p<0.01; la ausencia de asterisco se interpreta como ausencia
de significacién estadistica.

Adicionalmente, y para reforzar la asociacion entre la colonizacion intestinal por
P. distasonis y la mejora de las manifestaciones del lupus, se realiz6 un analisis de
correlacion entre la abundancia de esta bacteria en el contenido fecal y la
esplenomegalia encontrada. En los ratones WT con lupus con lupus que recibieron
PBS, no se encontrd ninguna asociacion (Fig. 46G), mientras que en ratones WT que
recibieron P. distasonis se encontrd una correlacion inversa y significativa entre la

concentracion de la bacteria y el grado de inflamacion del bazo (Fig. 46G).

Respecto a la influencia de P. distasonis en la actividad celular inmunitaria, se vio
en primer lugar que, en estado estacionario, la suplementacién inducia en ratones WT
una frecuencia de células B de CG significativamente mayor en comparacion con sus
homdlogos B1KO no tratados con IMQ, pero si con la bacteria (Fig. 47A). Tras la
induccién de lupus, los ratones WT suplementados con P. distasonis presentaron una
disminucion significativa en la frecuencia de células B de GC en comparacion con los
ratones WT tratados con IMQ pero suplementados con PBS. Nuevamente, los niveles
de GC tras el tratamiento mostrados por los ratones WT que recibieron la bacteria

fueron comparables a los encontrados en los ratones B1KO (Fig. 47A).
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Por otro lado, en los niveles de células B220" IgA* en el tejido intestinal, se encontro
que todos los animales de este modelo presentaron frecuencias comparables,
independientemente de si habian recibido la bacteria o PBS, y de si estaban tratados o
no (Fig. 47B). En las PP, la suplementacion con P. distasonis indujo una disminuciéon
significativa de estas células en los ratones BIKO no tratados con IMQ, pero no se
encontraron diferencias significativas entre ratones suplementados y no
suplementados tras la induccion de lupus (Fig. 47C). Sobre la secrecion de IgA al
lumen intestinal y su pegado en bacterias fecales, todos los ratones de este grupo
(IMQ+/- y uplementados con P. distasonis/PBS) mostraron concentraciones
comparables de IgA libre y frecuencias de bacterias totales cubiertas por IgA (Fig. 47D,

E).

A pesar de no encontrarse diferencias significativas en la respuesta humoral de
IgA, la suplementacién con P. distasonis en los ratones WT tratados con IMQ si tuvo
un efecto en la regulacion de la expresion de las T, un fenémeno que, en ratones WT
y B1KO single cage, no suplementados con ninguna bacteria, aparece alterado entre
ambos genotipos (Fig. 12C). Con este modelo se pudo ver que la administracion
exogena de P. distasonis y su colonizacién intestinal induce, tras el tratamiento con
IMQ, un cambio en la expresion de Claudina-1 desde el interior del citoplasma hasta
la membrana de las células epiteliales que conforman la barrera intestinal (Fig. 47F),
presentando una estructura muy similar a la encontrada en ratones B1KO tratados con

IMQ.

Como ultima parte de la evaluacion de los efectos que P. distasonis puede generar
cuando se suministra como probidtico se analizé y compard la composicion de la

microbiota presente en los diferentes grupos de este modelo.
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Figura 47. La suplementacién con P.distasonis a ratones WT emula el fenotipo

B1KO de CGs y permeabilidad intestinal. A) Representacién de la frecuencia de células B de
centro germinal (GL7+ CD95+) en las placas de Peyer de ratones de este modelo. B-C) Frecuencia
de células B productoras de IgA B220- en SILP (B) y PP (C) caracterizada por citometria de flujo.
D-E) Analisis de la respuesta IgA intestinal mediante la cuantificacion de la IgA libre en
sobrenadantes fecales por ELISA (D) y el pegado de IgA hacia las bacterias fecales por citometria de
flujo (E). F) Tincién representativa del patrén de expresion de claudina-1 (verde) en cortes
transversales del {leon distal de ratones tratados con IMQ realizada por microscopia confocal. Todas
las imagenes fueron capturadas usando un objetivo Zeiss Plan-Apochromat 63X/1.40 NA en aceite
de inmersién DIC M27 (apertura de pinhole= 1.0 AU). A-E) Las gréficas representan el valor medio
con SD de experimentos llevados a cabo con ratones de 20 semanas de edad. Se incluyeron ratones



RESULTADOS

WT (n=5) y BIKO (n=7) control suplementados con Pdistasonis, ratones WT (n=5) y BIKO (n=7)
tratados con IMQ suplementados con PBS, y ratones WT (n=8) suplementados con Pdistasonis y
tratados con IMQ. PP: placas de Peyer, SILP: Lamina propia del intestino delgado. Test estadistico
de Mann-Whitney no pareado. *p<0.05; la ausencia de asterisco se interpreta como ausencia de
significacion estadistica.

Como era de esperar, la suplementacion con P .distasonis indujo una modificacion
del ecosistema intestinal. La caracterizaciéon de la alfa diversidad indicé niveles
comparables de riqueza y uniformidad entre los grupos, con ausencia de significacion
estadistica en el indice de Pielou (p=0.49) y la diversidad filogenética de Faith
(p=0.073) (Fig. 48A). El estudio de la beta diversidad entre los grupos generd
diferencias significativas entre los grupos (p=0.014), pero la representacion visual de
los ecosistemas por un PCA no permitié la separacion espacial clara entre los grupos

(Fig. 48B).

De forma concomitante a la proliferacién de P. distasonis, otro de los rasgos
encontrados en la microbiota de los ratones B1KO single cage tras el tratamiento con
IMQ fue la disminucién de la frecuencia de A. muciniphila. Para determinar si este
cambio en el ecosistema esta relacionado con el sobrecrecimiento de P. distasonis se
analiz6 su abundancia en la microbiota de ratones tratados con IMQ, encontrandose
diferencias significativas en la frecuencia de esta bacteria entre ratones WT tratados
con IMQ, suplementados con PBS o con P. distasonis (Fig. 48C). Ademas, el analisis
LEfSe ilustrd que los ratones WT tratados con IMQ y suplementados con P. distasonis
presentaron un enriquecimiento de los géneros Sutterella, Ruminococcus y
Lactobacillus, y una reduccién en la familia Erysipelotrichaceae y las especies
Clsotridium methylpentosum y A. muciniphila (Fig. 48D) en comparacion con sus

homodlogos WT que recibieron PBS.
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Figura 48. Los ratones WT suplementados con P.distasonis experimentan cambios
en su microbiota. A) Representacién de la alfa diversidad (distancia filogenética de Faith e indice
de Pielou o Uniformidad) entre grupos. B) Representacién de la beta diversidad por PCA. C)
Representacion de la frecuencia relativa de A.muciniphila en heces. D) Analisis de discriminacién
lineal con tamario de efecto de los ecosistemas bacterianos intestinales entre ratones WT tratados
con IMQ suplementados con PBS y ratones WT tratados con IMQ suplementados con Pdistasonis.
Se incluyeron ratones WT (n=5) y BIKO (n=7) control suplementados con Pdistasonis, ratones WT
(n=5) y BIKO (n=7) tratados con IMQ suplementados con PBS, yratones WT (n=8) suplementados
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con Pdistasonis y tratados con IMQ. A,C: Las graficas representan el valor medio con SD. Test
estadistico de Mann-Whitney no pareado. *p<0.05; ** p<0.01; la ausencia de asterisco se interpreta
como ausencia de significacion estadistica.

A pesar de que el porcentaje global de bacterias cubiertas por IgA no variara entre
los ratones WT tratados con IMQ suplementados con PBS o con P. distasonis, el
analisis multiparamétrico a nivel de célula unica indicé que las poblaciones
bacterianas mostrando las mayores variaciones en frecuencia entre ambos grupos
presentaban distintos patrones de cobertura. De esta forma, los ratones WT tratados
con IMQ y suplementados con P. distasonis presentaron un enriquecimiento en las
poblaciones con mayor pegado de IgA sobre los ratones WT que recibieron el IMQ 'y
PBS (Fig. 49). Esta tendencia emul6 lo observado al comparar la respuesta IgA tras la

induccién de lupus entre ratones WT que recibieron PBS frente a los BIKO (Fig. 49).
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Figura 49. Cobertura de IgA y el perfil de ADN de las poblaciones bacterianas con
las mayores variaciones de frecuencia entre ratones tratados con IMQ del modelo de

suplementacion con PBS/P.distasonis. Gréficos de puntos representativos de la cobertura de
IgA y el perfil de DNA en ratones tratados con IMQ. Debajo de los graficos de puntos se representan
los valores medios de pegado de IgA y de ADN de las poblaciones filtradas y seleccionadas, divididas
en tres graficos que muestran los andlisis de enriquecimiento por parejas entre ratones WT
suplementados con PBS vs BIKO suplementados con PBS, WT suplementados con Pdistasonis vs
WT suplementados con PBS y B1KO suplementados con PBS vs WT suplementados con
Pdistasonis. El c6digo de color indica el grupo en el que se ha enriquecido en cada comparacién y
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el diametro, la magnitud del cambio relativo en valor absoluto (fold change). Se incluyeron ratones
WT (n=5) y BIKO (n=7) tratados con IMQ suplementados con PBS, y ratones WT (n=_8)
suplementados con Pdistasonis y tratados con IMQ. PD: Pdistasonis

Estos resultados parecieron indicar la implicacion de P distasonis en la
estimulacion de una respuesta IgA. Esta teoria se probd mediante la estimulacion de
células B naive con bacterias P. distasonis inactivadas, y la medida de la diferenciacion
de estas células hacia un fenotipo de células plasmaticas productoras de IgA (Fig. 50A).
Asimismo, se compard la respuesta inducida en células purificadas de las PP o del bazo
de ratones WT o B1KO no tratados con IMQ ni sometidos a ningtn tipo de
suplementacion. En ausencia de Bank1 se encontré una menor frecuencia de células B
IgA* en comparacion con los niveles observados en las células WT solo en células B
aisladas de las PP, mientras que el cocultivo de células B provenientes del bazo no

mostro diferencias entre ratones BIKO y WT (Fig. 50B).

En relaciéon a la composicion de aztcares de las bacterias intestinales tras la
inducciéon de lupus, las poblaciones bacterianas con pegado de STL y WGA
aparecieron enriquecidas en los ratones WT suplementados con P. distasonis y en los
ratones B1KO sobre los ratones WT que recibieron PBS (Fig. 51). El pegado de PNA y
ConA se mantuvo heterogéneo en todos los grupos, sin un enriquecimiento marcado

en ninguno de ellos (Fig. 52).

Teniendo en cuenta la comparativa inmunitaria y de la microbiota realizada entre
ratones WT suplementados con P. distasonis y los que recibieron PBS, se concluy6 que
la presencia de esta bacteria en la microbiota fecal ejerce un papel inmunomodulador
capaz de alterar la respuesta inmunitaria local del intestino. Estos cambios se traducen,
de forma global, en una mejora de la sintomatologia inducida por el tratamiento con

IMQ, sin necesidad de modificar el fondo genético de los animales.
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Figura 50. Las células B intestinales deficientes para Bankl poseen una mayor
capacidad de diferenciaciéon hacia células plasmaticas secretoras de IgA. A) Ilustracién
del proceso de purificacion de células B naive mediante seleccion negativa. B) Frecuencia de células
B220+ IgA+ tras la estimulacion de células B nave purificadas de PP o el bazo de ratones WT y B1IKO
durante 48 horas con Pdistasonis. PP: placas de Peyer. Test estadistico de Mann-Whitney no

pareado. *p<0.05; la ausencia de asterisco se interpreta como ausencia de significacion estadistica.
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Figura 51. Pegado por STL o WGA y el perfil de ADN de las poblaciones
bacterianas con las mayores variaciones de frecuencia entre ratones tratados con IMQ

del modelo de suplementacién con PBS/P.distasonis. Graficos de puntos representativos del
pegado de STL o WGA vy el perfil de DNA en ratones tratados con IMQ. Debajo de los graficos de
puntos se representan los valores medios del pegado de STL 0 WGA y de ADN de las poblaciones
filtradas y seleccionadas, divididas en tres graficos que muestran los andlisis de enriquecimiento por
parejas entre ratones WT suplementados con PBS vs B1KO suplementados con PBS, WT
suplementados con Pdistasonis vs WT suplementados con PBS y BIKO suplementados con PBS vs
WT suplementados con Pdistasonis. El cdigo de color indica el grupo en el que se ha enriquecido
en cada comparacion y el didmetro, la magnitud del cambio relativo en valor absoluto (fold change).
Se incluyeron ratones WT (n=5) y B1IKO (n=7) tratados con IMQ suplementados con PBS, y ratones
WT (n=8) suplementados con Pdistasonisy tratados con IMQ. PD: Pdistasonis
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Figura 52. Pegado por PNA o ConA y el perfil de ADN de las poblaciones
bacterianas con las mayores variaciones de frecuencia entre ratones tratados con IMQ

del modelo de suplementacién con PBS/P.distasonis. Graficos de puntos representativos del
pegado de PNA o ConA vy el perfil de DNA en ratones tratados con IMQ. Debajo de los graficos de
puntos se representan los valores medios del pegado de PNA o ConA y de ADN de las poblaciones
filtradas y seleccionadas, divididas en tres graficos que muestran los anélisis de enriquecimiento por
parejas entre ratones WT suplementados con PBS vs B1KO suplementados con PBS, WT
suplementados con Pdistasonis vs WT suplementados con PBS y BIKO suplementados con PBS vs
WT suplementados con Pdistasonis. El codigo de color indica el grupo en el que se ha enriquecido
en cada comparacion y el didmetro, la magnitud del cambio relativo en valor absoluto (fold change).
Se incluyeron ratones WT (n=5) y B1KO (n=7) tratados con IMQ suplementados con PBS, y ratones
WT (n=8) suplementados con Pdistasonis y tratados con IMQ. PD: Pdistasonis.
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La microbiota protectora asociada a la deficiencia de Bankl induce la
diferenciacion de células B productoras de IL-10.

5. La microbiota protectora asociada a la deficiencia de Bank1
induce la diferenciacion de células B productoras de IL-10.

Para finalizar el proyecto expuesto en esta tesis se quiso investigar el mecanismo
mediador de la mejora de los sintomas del lupus por la microbiota intestinal. Para ello,
se analizaron las células B productoras de IL-10, las cuales pueden ejercer funciones
reguladores que faciliten la regulacién inmunoldgica y disminuir la gravedad de las

manifestaciones del lupus en los dos modelos mediados por TLR?7.

5.1.

El andlisis de las frecuencias de células B IL-10* en los dos modelos mostré que los
ratones BankI” con lupus presentaban niveles significativamente superiores de estas
células en sus PP y mLN en comparacién con sus homologos Bank1** (ratones WT
tratados con IMQ en el caso del modelo agudo y ratones TLR7Tg en el espontaneo)
(Fig. 53A). Sin embargo, estas células se encontraron en niveles similares en los bazos
y lamina propia de ratones WT y BI1KO tratados con IMQ (Fig. 53B). De forma
interesante, la respuesta IL-10 por parte de la poblacion de células T de las PP no
mostr6 diferencias significativas entre ratones con lupus BankI** y BankI” en

ninguno de los dos modelos (Fig. 53C).

La microbiota se ha reportado en otros modelos de experimentacién como un
potente y directo inductor de un fenotipo regulador en células B intestinales®®. Dado
que B. acidifaciens y P. distasonis fueron las bacterias con una mayor magnitud de
abundancia diferencial en ratones BankI” con lupus (Fig. 26D y 27B), se examin¢ la
capacidad intrinseca de las células B naive BIKO y WT de diferenciarse y sintetizar IL-

10 en respuesta al estimulo con una u otra bacteria ex vivo. Esta respuesta se midi6 en
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PP, mLN y bazo. Las diferencias mas notables de este experimento se encontraron en
las PP, donde ambas bacterias indujeron en las células Bankl” una mayor
diferenciacion hacia un fenotipo IL-10* en comparacion con las células B WT (Fig.
53D, izquierda). En los mLN, solo P. distasonis fue capaz de inducir una respuesta
diferencial entre células, encontrandose nuevamente una mayor produccion de IL-10
por parte de las células B BIKO (Fig. 53D, centro). En el bazo, no obstante, no se
observaron diferencias en la capacidad de diferenciacion hacia un fenotipo secretor de
IL-10 entre células B WT y BIKO con ninguna de las dos especies analizadas (Fig. 53D,
derecha).

Estos resultados ilustran que la microbiota asociada al fondo genético Bankl”
posee capacidades inmunomoduladoras que potencian la sintesis de células B

secretoras de IL-10.

5.2.

Dada la alta asociacion entre la composicion de la microbiota y la penetrancia de
la enfermedad inducida por IMQ encontrada en este trabajo, se evalud a continuacién
el impacto de la composicion de las bacterias intestinales en la induccion de células B
productoras de IL-10 in vivo. Considerando que las PP son las zonas de mas intimo
contacto entre las células B y las bacterias intestinales, y ante la ausencia de diferencias
significativas en los niveles de células B IL-10* en la lamina propia, en los analisis

posteriores solo se caracterizaron las células B productoras de IL-10 en las PP.

En los ratones littermates tratados con IMQ se encontré que el establecimiento de
una microbiota asociada al genotipo B1KO era capaz de inducir en las PP de todos los
ratones niveles de células B secretoras de IL-10 comparables entre los diferentes
genotipos y similar a la encontrada en ratones BIKO en condiciones single cage (Fig.

54A).
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Figura 53. La presencia de P.distasonis en la microbiota intestinal se asocia con un

incremento de la respuesta B IL-10*. A-B) Frecuencia de las células B IL-10+ caracterizada por
citometria de flujo en las PP (A), mLN (A), SILP (B) y bazo (B) de ratones WT (n=>5) y B1KO (n=5)
tratados con IMQ o ratones del modelo TLR7Tg (WT n=7; TLR7Tg n=8; TLR7Tg/B1KO n=9).
C)Frecuencia de células T IL-10 en PP del modelo de IMQ y modelo espontaneo medidas por
citometria de flujo. D) Frecuencia de células B IL-10+ caracterizada por citometria de flujo tras la
estimulacion de células B naive ex vivo con P. distasonis o B. acidifaciens. Estas células se purificaron
de las PP, mLN Y bazo de ratones WT (n=11) y BIKO (n=10) de 20 semanas de edad. A-D: Las
graficas representan el valor medio con SD de experimentos llevados a cabo con ratones de 20
(modelo IMQ) o 32 (modelo TLR7Tg) semanas de edad. PP: placas de Peyer; SILP: Lamina propia
del intestino delgado; mLN: ganglios linfiticos mesentéricos. Test estadistico de Mann-Whitney no
pareado. *p<0.05; **p<0.01; la ausencia de asterisco se interpreta como ausencia de significacién
estadistica.

En paralelo, la administracién de P. distasonis a ratones WT tratados con IMQ
indujo un incremento significativo de los niveles de células B IL-10* respecto de los
ratones WT que recibieron PBS de forma previa y concomitante a la induccién de
lupus (Fig. 54B). Curiosamente, el incremento inducido en los ratones WT por la
suplementacién con P. distasonis alcanzé niveles comparables a los observados en

ratones B1KO de forma natural tras la aplicacion de IMQ (Fig. 54B).

6. Analisis global de la respuesta IgA, la composicion de la
microbiotay los signos de lupus.

El elevado volumen de datos producido durante el desarrollo de esta tesis doctoral
se correlacion6 para cada modelo con el objetivo de analizar de forma global los
resultados. Para ello, se correlacionaron los cambios taxondmicos de la microbiota, las
manifestaciones de la enfermedad y la respuesta IgA generada como via de contacto

de la respuesta inmunitaria y las bacterias intestinales.

En el modelo de analisis del efecto de normalizacion de la microbiota (comparativa
de los ratones WT y BIKO en condiciones single cage y littermates) se encontr6é una
fuerte asociacion negativa entre P. distasonis y los niveles de la esplenomegalia y de

autoanticuerpos anti-ADNdc (Fig. 55).
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Andlisis global de la respuesta IgA, la composicion de la microbiota y los signos
de lupus.
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Figura 54. La inclusion de P.distasonis en la microbiota de ratones WT incrementa
los niveles de células B IL-10*. A-B) Frecuencia de las células B IL-10+ caracterizada por
citometria de flujo en las PP del modelo de littermates (A) y el modelo de suplementacién con
Pdistasonis (B) y graficos de puntos representativos. A) Se muestran datos de dos experimentos con
n=>5-10 ratones por grupo B) Se incluyeron ratones WT (n=5) y B1IKO (n=7) control suplementados
con Pdistasonis, ratones WT (n=5) y BIKO (n=7) tratados con IMQ suplementados con PBS, y
ratones WT (n=_8) suplementados con Pdistasonisy tratados con IMQ. A-B: Las graficas representan
el valor medio con SD de experimentos llevados a cabo con ratones de 20 semanas de edad. Test
estadistico de Mann-Whitney no pareado. *p<0.05; **p<0.01; la ausencia de asterisco se interpreta
como ausencia de significacion estadistica.
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Andlisis global de la respuesta IgA, la composicion de la microbiota y los signos
de lupus.

Figura 55. La presencia de una microbiota asociada al genotipo B1KO correlaciona
positivamente con los niveles de células B productoras de IL-10 y negativamente con la
sintomatologia de la enfermedad. Parte superior: mapa de calor que representa las frecuencias
relativas (gradiente azul-amarillo-rojo) de las poblaciones bacterianas (columnas) generadas en
funcién de su cobertura de inmunoglobulina y seleccionadas por presentar las variaciones mas
marcadas entre los diferentes grupos de ratones analizados (filas). Las poblaciones se representan
ordenadas en base al pegado de IgA que presentan (gradiente blanco-negro). Los valores de p
ajustados mediante el método de Bonferroni-Hochberg tras realizar un andlisis de Kruskal-Wallis
entre los grupos se representan en el grafico de barras inmediatamente debajo del mapa de calor.
Parte central-inferior: matrices de correlaciéon de las frecuencias de las bins bacterianas y la
frecuencia relativa en heces de las especies mds diferencialmente abundantes (matriz central,
izquierda)); correlacién de la frecuencia de las bins bacterianas y los pardmetros inmunolégicos
(esplenomegalia, niveles de autoanticuerpos IgG2c anti-ADNdc y frecuencia de células B IL-10+)
(matriz inferior); correlacién de los pardmetros inmunoldgicos y la frecuencia relativa en heces de
las especies mads diferencialmente abundantes (matriz central, derecha). El color de los circulos de
las matrices de correlacién representa el pardmetro r de Spearman (-1, rojo, correlacién negativa
fuerte; 0, blanco, ausencia de asociacion; +1, azul, correlacién positiva fuerte) y el didmetro es
proporcional al valor absoluto de este parametro.

En paralelo, los niveles de células B productoras de IL-10 en las PP mostraron una
marcada asociacidn positiva con la concentracién de P. distasonis. La integracion del
analisis multiparamétrico a nivel de célula inica y su analisis en mapa de calor muestra
de forma clara que los compartimentos con las mayores variaciones en su abundancia
evolucionan de forma conjunta y similar ante los cambios de microbiota (Fig. 55, mapa
de calor superior). Curiosamente, se encontré ademads una correlacion que, aunque
débil, era negativa entre la frecuencia de P. distasonis en heces y la abundancia de las
poblaciones IgA*. De manera similar, el enriquecimiento de compartimentos IgA* se
correlaciond positivamente con los anticuerpos IgG2c anti-ADNdc, la esplenomegalia
y, en menor medida, con las células B productoras de IL-10 derivadas de las placas de
Peyer (Fig. 55). Algunas especies que presentaron las asociaciones mas positivas con
los niveles de células B IL-10* e inversas con las manifestaciones de autoinmunidad
fueron aquellas pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae y el género
Ruminococcus. La familia $24-7, sin embargo, present6 una correlacién positiva con la

esplenomegalia y negativa con las células B productoras de IL-10 (Fig. 55). Por otra
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parte, resulté llamativo que las poblaciones con una mayor cobertura de IgA
presentaron una fuerte asociacion positiva entre si, y negativa con aquellas localizadas

en la fraccion IgA" (Fig. 56).
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Figura 56. Las poblaciones con mayor pegado de IgA correlacionan positivamente
entre si y negativamente con aquellas IgA-. Analisis de correlacion de la frecuencia relativa de
las bins bacterianas representadas segin su cobertura de IgA. Test de Spearman. El color de los
circulos de las matrices de correlacion representa el parametro r de Spearman (-1, rojo, correlacién
negativa fuerte; 0, blanco, ausencia de asociacion; +1, azul, correlacion positiva fuerte) y el didmetro
es proporcional al valor absoluto de este parametro.

La aplicacién de este andlisis a los datos generados en el modelo de la
suplementacion oral con P. distasonis generd, de forma general, correlaciones mas
marcadas (valor absoluto mdas cercano a 1). En esta variacién se encontré una
correlacion positiva entre los niveles de P distasonis en heces y las células B

productoras de IL-10 con la abundancia de las poblaciones bacterianas IgA* (Fig. 57).
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Figura 57. La suplementacion con P.distasonis correlaciona positiva y fuertemente
con los niveles de células B productoras de IL-10 y negativamente con la sintomatologia
de la enfermedad. Parte superior: mapa de calor que representa las frecuencias relativas (gradiente
azul-amarillo-rojo) de las poblaciones bacterianas (columnas) generadas en funcién de su cobertura
de inmunoglobulina y seleccionadas por presentar las variaciones mas marcadas entre los diferentes
grupos de ratones analizados (filas). Las poblaciones se representan ordenadas en base al pegado de
IgA que presentan (gradiente blanco-negro). Los valores de p ajustados mediante el método de
Bonferroni-Hochberg tras realizar un anélisis de Kruskal-Wallis entre los grupos se representan en
el grafico de barras inmediatamente debajo del mapa de calor. Parte central-inferior: matrices de
correlacién de las frecuencias de las bins bacterianas y la frecuencia relativa en heces de las especies
mds diferencialmente abundantes (matriz central, izquierda)); correlacion de la frecuencia de las
bins bacterianas y los pardmetros inmunoldgicos (esplenomegalia, niveles de autoanticuerpos IgG2c
anti-ADNdc y frecuencia de células B IL-10+) (matriz inferior); correlacién de los pardmetros
inmunoldgicos y la frecuencia relativa en heces de las especies mas diferencialmente abundantes
(matriz central, derecha). El color de los circulos de las matrices de correlacién representa el
parametro r de Spearman (-1, rojo, correlacién negativa fuerte; 0, blanco, ausencia de asociacion;
+1, azul, correlacién positiva fuerte) y el didmetro es proporcional al valor absoluto de este
parametro. En la parte inferior del grafico se muestran los resultados simplificados del analisis de
enriquecimiento por parejas (ratones WT suplementados con PBS vs B1KO suplementados con
PBS, WT suplementados con Pdistasonis vs WT suplementados con PBS y B1IKO suplementados
con PBS vs WT suplementados con Pdistasonis). Para cada comparativa se ha generado un color
indicando en qué grupo es mayor la frecuencia de la bin en concreto (rosa: enriquecimiento en
ratones WT tratados con IMQ y suplementados con Pdistasonis; naranja: enriquecimiento en
ratones WT tratados con IMQ y suplementados con PBS; morado: enriquecimiento en ratones
B1KO tratados con IMQ suplementados con PBS).

Estas bins, a su vez, presentaron una asociaciéon negativa con los niveles de
esplenomegalia y de autoanticuerpos anti-ADNdc. Entre los taxones mds fuertemente
asociados con la induccién de una respuesta B IL-10" se encuentran los géneros

Allobaculum y Suterella y la familia Erysipelotrichaceae (Fig. 57).

Los resultados detallados en los apartados anteriores y correlacionados en este
ultimo ilustran la relacion entre la genética y la mediacion de la respuesta inmunitaria

a través de la microbiota.
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DISCUSION

DISCUSION

Los procesos de autoinmunidad afectan en la actualidad a un porcentaje
comprendido entre el 5y el 10% de la poblaciéon mundial**’. Como consecuencia, en
las dltimas décadas se han realizado numerosos avances en la investigacion de las
desregulaciones inmunitarias que ocurren en estos pacientes, generandose nuevas
terapias y criterios de diagnostico. Sin embargo, dentro de esta linea, el LES constituye
actualmente uno de los mayores retos por la falta de un diagnéstico preciso y la amplia

variedad de manifestaciones encontrada en los pacientes®.

Los avances en la investigacion de la fisiopatologia del LES han permitido
identificar alelos de susceptibilidad y factores ambientales relacionados con el
desarrollo y la prognosis de la sintomatologia. Aunque gracias a estos trabajos se han
podido estudiar con mas detalle las alteraciones inmunitarias que median el LES, los
mecanismos que median las manifestaciones de la enfermedad contintian siendo una
pregunta sin respuesta. En la actualidad, el manejo farmacoldgico de los pacientes de
LES esta dirigido a tratar las lesiones en los érganos mds afectados, siendo estos el

rindn, la piel, las articulaciones, el sistema nervioso central, y los pulmones®.

En paralelo, la microbiota se establece como un factor de importancia creciente en
las investigaciones del LES, al haberse probado en muchos trabajos la influencia
directa de la composicién bacteriana intestinal en el desarrollo de esta y otras
enfermedades autoinmunes. A pesar de esto, las manifestaciones del LES en el
intestino y la respuesta inmunitaria local no ha sido, hasta muy recientemente, objeto

de estudio de las afecciones causadas por el desarrollo del LES**.
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Ante esta situacion, la tesis presentada surge con el objetivo principal de entender
mejor la interacciéon entre la predisposicion genética y los desencadenantes
ambientales, en un intento de obtener una vision integral y completa de los
mecanismos que subyacen la fisiopatologia del LES. Para abordar esta cuestion, se ha
llevado a cabo una extensa caracterizacion de la respuesta inmunitaria intestinal, asi
como de la susceptibilidad a ser modulada mediante la composicion de la microbiota

intestinal.

Para llevar a cabo dicha investigacion, se usaron dos modelos murinos de lupus
mediados por la seializacion de TLR7, por lo que inicialmente se evaluaron las
manifestaciones fenotipicas de esta ruta de activaciéon en ratones modificados

genéticamente para sobreexpresar el gen TIr7 en el cromosoma Y (TLR7Tg).

Los resultados obtenidos de la caracterizaciéon de este modelo probaron que los
ratones TLR7Tg presentan, desde las 12 semanas de edad, manifestaciones de
autoinmunidad como la esplenomegalia y la presencia de autoanticuerpos con
reactividad al ADNdc de isotipo IgG2c e IgG total en niveles significativamente
mayores que sus controles WT. La evaluacion de estos pardmetros probo la validez de
este modelo para el estudio del LES en ratones de experimentacion, confirmando asi

los resultados de otros grupos®.

A continuacidn, se analizé como esta induccién de autoinmunidad en los ratones
TLR7Tg se manifestaba a nivel intestinal, abordando asi una de las dreas menos
exploradas en la investigacion actual sobre el LES. El analisis del intestino se llevé a
cabo desde el punto de vista estructural e inmunitario, y permitié concluir que la
sobreexpresion de TLR7 inducia en los ratones un incremento en la permeabilidad
intestinal con alteraciones en el patron de expresion de las proteinas claudina-1 y

ocludina en el epitelio del intestino delgado.
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Tanto la claudina-1 como la ocludina estan implicadas en el correcto
establecimiento de las uniones estrechas intercelulares de tipo T7, las cuales a su vez se
localizan en la membrana basolateral de los enterocitos intestinales y regulan el paso
paracelular de bacterias y antigenos alimenticios®”. Los cambios en el patron de
localizaciéon de ambas proteinas encontrados en los ratones TLR7Tg indicaron un
acoplamiento incompleto de las T] en los enterocitos. La informacion disponible en la
bibliografia muestra que los ratones deficientes en Cldn2 presentan una pérdida
notable de la permeabilidad cationica en el intestino delgado, lo que indica que la
ausencia de las proteinas de las T] es suficiente para alterar el correcto funcionamiento
de las uniones estrechas en el mantenimiento de la barrera®**¥. Esta observacién
explicaria el incremento en el paso de dextrano a sangre periférica encontrada en
nuestro modelo. Adicionalmente, los resultados encontrados en nuestro trabajo

338 donde el desarrollo

coinciden con lo descrito en la literatura en modelos de artritis
de la enfermedad en localizaciones extraintestinales implica un incremento en la

permeabilidad intestinal.

En otros trabajos se ha asociado la acumulacién de claudina-1 y ocludina en el
citoplasma de enterocitos del intestino delgado con un incremento en la concentraciéon
de citoquinas proinflamatorias en el GALT?*, sugiriendo que las alteraciones
intestinales podrian estar ocurriendo en paralelo a una respuesta inflamatoria local o
sistémica. Siguiendo esta premisa, se procedié a la evaluacién de la activacién
inmunitaria mediante la caracterizacion de los centros germinales. En contextos de
autoinmunidad, estas estructuras se han asociado con un incremento en la respuesta
autorreactiva al favorecer la activacion y expansion de clones de células B productoras
de autoanticuerpos®. Los ratones TLR7Tg presentaron frecuencias de células B de
centro germinal significativamente mayores que las encontradas en los ratones WT en
placas de Peyer y bazo, indicando una coordinacion entre la respuesta de CG intestinal

y periférica. A pesar de que la respuesta inmunitaria de ambas localizaciones esta
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sujeta a mecanismos independientes de regulacion®®, se ha visto que en pacientes de
autoinmunidad hay un eje de células B IgM* que migran entre el intestino y el bazo*",
lo cual podria parcialmente explicar la similitud encontrada entre los dos

compartimentos en nuestro modelo.

La respuesta inmunitaria intestinal en los ratones TLR7Tg se vio afectada también
a nivel de células B productoras de IgA. Tanto en las placas de Peyer como en la lamina
propia de ratones TLR7Tg se dio una expansion de células plasmaticas de vida corta
productoras de IgA (B220"), mientras que no se observaron diferencias en las células
plasmaticas productoras de IgA de vida larga (B220"). Dichos cambios celulares se
tradujeron en un incremento en la secrecion de IgA hacia el lumen en ratones TLR7Tg,
pero esta inmunoglobulina, cuya funcién principal es la interaccion con la microbiota,
no mostro frecuencias de unién diferenciales a las bacterias entre ambos genotipos.
Este hecho, llamativo al inicio, es comtn con otros modelos de autoinmunidad, como
los ratones K/BxN con susceptibilidad al desarrollo de artritis. En ellos, las alteraciones
en la secrecion de IgA al lumen gastrointestinal no se tradujeron en cambios en la

frecuencia de bacterias IgA* **.

Las dindmicas del pegado de IgA hacia las bacterias intestinales son complejas y
bidireccionales, donde la composicion de las bacterias determina la respuesta
inmunitaria intestinal IgA y, a su vez, la especificidad y el nivel de cobertura de estas
inmunoglobulinas en las superficie de las bacterias determina su capacidad de
colonizacién®”. Partiendo de esta premisa, se evaluo si los cambios en los niveles de
IgA observados en ratones TLR7Tg podrian estar regulando la composicion de la
microbiota, para lo cual se secuenci6 el gen ARNr 16S. Estos resultados mostraron
microbiomas colonizados por especies significativamente diferentes entre ambos
genotipos, con la especie Bacteroides acidifaciens presentando los cambios mads

notables. Esta bacteria se encontrd exclusivamente en el ecosistema intestinal de
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ratones TLR7Tg, mientras que aparecio ausente en la microbiota de ratones WT. Esta
bacteria se ha reportado también como especie sobrecolonizadora del intestino de
ratones hembra del modelo murino de lupus TLR7.Tg.1, indicando que B. acidifaciens
presenta una asociacion con el fenotipo de lupus mediado por TLR7 con

independencia del sexo y la edad de los ratones'”.

Ademas de los modelos de lupus, B. acidifaciens se ha asociado también con otras
patologias, pero su naturaleza protectora o patogénica depende de los mecanismos
subyacentes a la enfermedad estudiada. Por ejemplo, en modelos de lesion patologica
hepatica mediada por CD95, la presencia de B. acidifaciens confiere un estado
protector al inhibir la apoptosis de los hepatocitos®, y en modelos de infeccidn,
protege frente a la infeccion por Salmonella typhimurium mediante la secrecion de

**. Por el contrario, la colonizacion de B. acidifaciens tras la administracion

propionato
de antibidticos acarrea una peor prognosis en la quimioterapia con platino®”. Ademas,
se ha visto en un modelo de destete temprano en cabras, que la presencia de esta
bacteria en la microbiota intestinal incrementa la muerte de células B por apoptosis y
disminuye la expresion y ensamblaje de claudina-1°*. Finalmente, se ha probado en
otros trabajos que la monocolonizaciéon en ratones GF con B. acidifaciens induce una

37 De forma

potente y significativa respuesta de células IgA* en las placas de Peyer
conjunta, estos trabajos sugieren un posible mecanismo que explicaria el incremento
de células B de vida corta productoras de IgA+ enlos ratones TLR7Tg, y no enlos WT,

asociado a la presencia de B. acidifaciens en la microbiota intestinal.

Las alteraciones descritas en la funcién barrera de los ratones TLR7Tg en nuestro
modelo es conocida cominmente como el estado de “intestino permeable”, y se ha
asociado en otros trabajos como una primera causa de translocacion bacteriana no

331

regulada®'. En base a estos resultados, se hipotetizd que en los ratones TLR7Tg se

podria estar dando el paso de bacterias desde la luz del intestino delgado hacia la
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circulacién sistémica, donde modificaria la respuesta periférica. Esta teoria se
comprobo6 mediante la evaluacion de la respuesta de las inmunoglobulinas circulantes
en ratones WT y TLR7Tg frente a bacterias comensales aut6logas y heterdlogas por
ELISA y por citometria de flujo, donde se encontré una disminucién notable de la
respuesta IgM en ratones TLR7Tg hacia bacterias fecales. Esta observacion es similar
alo encontrado en pacientes de LES, donde los niveles séricos de IgM con reactividad
hacia polisacdridos bacterianos®® o hacia endotoxinas de bacterias’®  estin
significativamente disminuidos y correlacionan de forma inversa con la severidad de
la enfermedad. En este trabajo no se determind la especificidad antigénica de las IgM
circulantes, pero si se evalué la respuesta sistémica especifica frente a B. acidifaciens,
por ser la bacteria mas diferencialmente abundante entre los intestinos de ambos

genotipos.

En estos experimentos, los ratones TLR7Tg presentaron niveles significativamente
mayores de IgA, IgG2c e IgM en suero con reactividad hacia B. acidifaciens. Ademas,
se encontrd en estos ratones un incremento significativo de los niveles totales de IgA,
IgG2c e IgM, indicando una mayor actividad inmunitaria en la periferia. Esto se veria
apoyado por un estudio realizado en pacientes de enfermedad inflamatoria intestinal
donde se prob6 que, en situaciones de elevada permeabilidad intestinal, los fenémenos
de translocacion bacteriana inducen una notable respuesta de IgG presente en el
suero*”. La activacién de células inmunitarias por bacterias no induce exclusivamente
una respuesta de tipo IgG, sino que se ha visto también que se puede dar una respuesta
de tipo IgA e IgM (10.3390/antib12010004). Ambas observaciones, de forma conjunta,
llevaron a concluir que los resultados encontrados en ratones TLR7Tg sugieren una

alta tasa de translocacion de B. acidifaciens hacia la periferia.

De forma llamativa, aunque la respuesta sérica hacia B. acidifaciens fue mayor en

los ratones TLR7Tg para los tres isotipos analizados, la respuesta de IgM presentd una
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magnitud inesperadamente alta. La evaluaciéon de estos anticuerpos demostré un
elevado nivel de especificidad por B. acidifciens y no por P. distasonis, una bacteria que
se usd como control no relacionado, descartando asi la posibilidad de que la elevada
respuesta se debiera a una respuesta policlonal primaria frente a sefiales de
PAMPs***!, El andlisis de la respuesta IgM contra B. acidifaciens individual de cada
ratén con la concentracién de IgM especificos del ADNdc demostré una fuerte y
significativa correlacion solo en ratones TLR7Tg, y la incubacion de esta bacteria con
sueros de TLR7Tg fue capaz de inhibir el pegado de los anticuerpos circulantes IgM al
ADNdc. Ambos experimentos, interpretados en conjunto, sugieren una posible
reactividad cruzada entre los anticuerpos generados frente a B. acidifaciens y

estructuras autoantigénicas nucleares en los ratones TLR7Tg.

Esta teoria sugeriria un modelo de accién al propuesto para la diabetes de tipo 1
asociada al alelo de riesgo HLA A*24:02, para el cual se ha elucidado un mecanismo
de destruccion de las células f-pancreaticas mediada por un clon de células T cuyo
TCR presenta reactividad cruzada por una molécula antigénica del género Klebsiella.
Segutin esta hipdtesis, el contacto de las células T autorreactivas con bacterias de este
taxon, en el intestino o en localizaciones sistémicas, induciria una expansion del clon
autorreactivo, retroalimentando y empeorando el fenotipo de autoinmunidad*®*. En el
presente trabajo, los resultados obtenidos en ratones TLR7Tg permiten hipotetizar un
modelo similar de activacion de células B secretoras de autoanticuerpos. Ademds, en
el contexto del LES, multiples trabajos han sugerido un posible fendmeno de
reactividad cruzada entre proteinas de superficie del virus Epstein-Barr y los

autoantigenos Smith y Ro****

. Para confirmar esta hipdtesis en nuestro modelo, el
estudio se podria beneficiar de la secuenciacion del BCR de las células intestinales de
las placas de Peyer y ganglios linfaticos mesentéricos, asi como de experimentos de

produccion de anticuerpos monoclonales frente a B. acidifaciens y el estudio de su

especificidad y avidez.
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Analizadas las manifestaciones sistémicas e intestinales del modelo murino de
lupus mediado por la sobreexpresion de TLR7, se procedio a evaluar la influencia del
fondo genético en nuestro modelo. Los trabajos dirigidos a la identificacion de alelos
de riesgo en el LES han identificado numerosos polimorfismos del gen Bankl con el
desarrollo del LES y otras enfermedades autoinmunes. Para investigar el papel de este
gen, se usaron ratones genéticamente modificados donde BankI se elimind de la linea
germinal y se evalu6 el efecto de esta modificacion mediante dos modelos de lupus:
uno mediado por la sobreexpresion de TLR7 y otro en el que se aplico topicamente el

agonista de TLR7 IMQ a ratones entre las 12 y las 20 semanas de edad.

La deplecion de BankI del fondo genético indujo en ratones en estado basal, sin
inflamacidn, una disminucion significativa del reclutamiento de células B con perfil no
diferenciado (IgM* IgD*) hacia la lamina propia intestinal. Sin embargo, estas células
presentaban niveles similares a los ratones WT de la integrina ouf; altamente
implicada en la migracién y recirculacién de células B hacia el intestino®. Estos
resultados podrian explicarse teniendo en cuenta que en este trabajo no se evaluaron
otros factores que podrian influir en la migracién de las células B, como es el estado

de activacion de dicha integrina®***

, los niveles de expresion de su receptor
MAdCAM-1 en las células endoteliales intestinales™ ni la presencia de otras
integrinas que, aunque en menor grado, también se asocian con la recirculaciéon de

células B al intestino, como la o>’

. Por otro lado, y a pesar de esta reduccion de células
B naive en ratones B1KO, la ausencia de BankI indujo una acumulacion de células B
productoras de IgA de vida corta (B220*) y de vida larga (B220") en las placas de Peyer,

pero una disminucion de las mismas en la lamina propia.

Esta reduccion podria deberse, por un lado, a la menor disponibilidad de células

B totales en las placas de Peyer, lo cual limitaria el numero de células plasmaticas
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productoras de IgA que se pueden generar en los centros germinales y migrar hacia la
ldmina propia®®. Por otro, se sabe que las células plasmaticas diferenciadas en las
placas de Peyer constituyen una fuente de células productoras de IgA para otros
6rganos linfoides™, por lo que la acumulacion de células productoras de IgA en las
placas de Peyer podria ser la causa de una migracion defectiva hacia otras

localizaciones.

Tras la induccion de lupus mediante la aplicacion de IMQ, los niveles de células B
totales, asi como de células B productoras de IgA en placas de Peyer y ldamina propia
se igualaron en ratones WT y B1KO. La igualaciéon de estas respuestas podria
explicarse mediante la alta expresion de CCR6 y CCR9 por parte de las células B en
condiciones inflamatorias, lo cual incrementa la migracion hacia las placas de Peyer
mediante la interaccion con CCL20 y CCL25, respectivamente®®. Estas observaciones
podrian explicar conjuntamente lo observado en ratones WT y B1KO tratados con
IMQ, pero se hace necesario el analisis de la expresion de integrinas y sus receptores
implicados en la migracion de células B y células plasmaticas IgA* para poder sacar

alguna conclusion.

El ligando de TLR7 usado en el modelo agudo, IMQ, se ha usado también en
modelos de psoriasis®®. Un estudio realizado en 2016 report6 por primera vez que la
inhibicion del acceso de los ratones a la crema por via oral mediante un collarin limita
la sintomatologia sistémica a un cuadro de psoriasis®*' . Sin embargo, la aplicaciéon
de IMQ en la oreja de los ratones segun lo descrito en la metodologia de este trabajo
permie que esta sustancia alcance el intestino y estimule la respuesta TLR7 de forma
local, dando lugar a un modelo murino de lupus. Esta observacién respalda la
implicacién de la respuesta inmunitaria intestinal en la fisiopatologia del lupus y

acentua la importancia de este trabajo.
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Por otro lado, los resultados obtenidos en el modelo espontdneo y el agudo
mostraron que hubo una mejora en la severidad de las manifestaciones fenotipicas de
esplenomegalia y presencia de autoanticuerpos anti ADNdc en ratones Bankl” en
ambos modelos (ratones B1KO tratados con IMQ y ratones TLR7Tg.B1KO) en
comparacién con sus controles Bank1™* (ratones WT tratados con IMQ y ratones
TLR7Tg). Adicionalmente, en este trabajo se aumentd la caracterizacion de las
afecciones derivadas del desarrollo de lupus mediante el estudio de la permeabilidad
intestinal y el dafio renal. En ambos modelos, los ratones B1KO con lupus presentaron
una menor permeabilidad intestinal acompanada de una distribuciéon membranal de
la claudina-1, asi como niveles significativamente menores de puntuacién de dafo
glomerular en comparacién con los ratones Bank1**. Mediante estos resultados, se
reforzé el conocimiento previo sobre la ausencia de Bankl y su influencia en la
respuesta autoinmune sistémica mediada por la sobreactivacion de TLR7', pero se

mostr6 ademds por primera vez como afecta a respuesta local intestinal.

Si bien es cierto que la genética forma la base de las enfermedades crdnicas
mediadas por el sistema inmunolégico, a menudo se requieren desencadenantes
ambientales y disbiosis microbiana para que el fenotipo de la enfermedad se
manifieste'”!. La eliminacién de Bankl en ambos modelos reflejé el papel del fondo
genético en la determinacion de la composicion de la microbiota intestinal®*. Asi, los
ratones Bank1”" con lupus presentaron cambios en la composicion de las bacterias
intestinales respecto a sus homdlogos BankI**, observados exclusivamente en los
indicadores de la beta diversidad. La alfa diversidad proporciona informacion sobre el
nimero de especies encontrado, la representacion de cada una de ellas y las relaciones

filogenéticas encontradas®®

. La beta diversidad, por su parte, evalta la identidad de las
especies que forman cada uno de los ecosistemas, valorando cuan diferentes son los

taxones entre ambos grupos. Los resultados encontrados en ratones Bank 1"y Bank1**
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indican que el namero total de especies observado y su distribucion no se ve afectada
por la aliminacion del gen, pero silos OTUs encontrados. De forma similar a nuestros
resultados, se ha reportado en otros modelos de lupus que, tanto los ratones del
modelo triple congénito B6.Slel.Sle2.Sle3, como los del modelo B6.TLR7.Tg.1
presentaron niveles similares a sus controles en alfa diversidad, siendo la beta
diversidad la que permite identificar los cambios entre las comunidades tras el
desarrollo de lupus'”®”®. Los cambios en la microbiota encontrados en nuestro trabajo
presentaron dindmicas diferentes entre el modelo agudo y el espontaneo, lo cual apoya
otros estudios que han sugerido una diferente adaptaciéon de la composicion de la
microbiota intestinal a las situaciones de inflamacién en situaciones crénicas y

agudas!'”>1%,

La ausencia de BankI indujo en ambos modelos una expansion en la frecuencia de
P, distasonis en comparacion con los ratones WT tratados con IMQ en el modelo
agudo y los ratones TLR7Tg en el espontaneo. Estos resultados llevaron a hipotetizar
que la proliferacion diferencial de este y otros taxones de forma exclusiva en los ratones
B1KO con lupus podria ser un elemento mediador de la mejora en la gravedad de las
manifestaciones fenotipicas observadas en dichos ratones. Dicha teoria fue
comprobada mediante la incorporacion de esta bacteria como parte de la microbiota
intestinal de ratones con lupus BankI** mediante el uso de un modelo de littermates
o mediante la suplementacién oral directa de P. distasonis. Los ratones WT con P
distasonis como parte de su microbiota comensal presentaron niveles de
esplenomegalia, autoanticuerpos anti ADNdc, permeabilidad intestinal y dafio renal
comparables a los encontrados en ratones B1KO, siendo una fenocopia de los mismos.

Estos hallazgos coinciden con lo encontrado en modelos murinos de esclerosis

365 366

multiple®®, artritis inflamatoria y colitis’®, en los cuales P distasonis exhibio

propiedades antiinflamatorias.
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La modificacién de la microbiota intestinal se ha convertido en una herramienta
recurrente en la investigacion con animales de experimentacion en los ultimos afos.
Su uso ha permitido la identificaciéon de determinadas especies con efecto protector o
de susceptibilidad en el desarrollo del LES, artritis o cancer. Asi, se ha reportado que
el cohousing de ratones WT con ratones TLR7.Tg.1, es suficiente para inducir en los
ratones sanos manifestaciones de lupus, con incremento en la permeabilidad
intestinal, translocacion bacteriana, esplenomegalia y lesiones en riidn e higado'”®.
Adicionalmente, la monocolonizacién de ratones por E.gallinarum'”’, la transferencia
de bacterias del género SFB*” y la colonizacién por los géneros Desulfovibrio y
Lactobacillus'” son fendmenos capaces de inducir el desarrollo de manifestaciones de
LES. Sin embargo, el papel de la microbiota segun la literatura disponible resulta
controvertido. En en el modelo murino de lupus BXD2 se ha visto que ratones GF y
SPF desarrollan manifestaciones comparables a nivel de dafo renal y articular,
resaltando asi la importancia del fondo genético sobre la composicion de la
microbiota®®. A pesar de esta observacion, en este estudio se vio también que los

ratones GF presentaron un desarrollo mas lento de la enfermedad, sugiriendo un papel

de la microbiota que, aunque pasivo, sigue siendo importante.

Nuestros resultados obtenidos del modelo espontaneo indicaron que la presencia
de P, distasonis en la microbiota de ratones TLR7Tg.B1KO se asocié con un menor
incremento de la permeabilidad intestinal ante el desarrollo de la enfermedad, en
comparacion con los ratones TLR7Tg. Estos resultados coinciden con los encontrados
en la bibliografia con el modelo murino espontaneo de lupus MRL/lpr. En dicho
trabajo, la administracion oral de Lactobacillus spp no fue suficiente para inhibir el
desarrollo de lupus, pero si para revertir el estado de permeabilidad intestinal®*®. Muy
relacionado con este hecho, se ha demostrado también que la relacion causal entre la
composicion de la microbiota y el desarrollo de la autoinmunidad parece presentar un

efecto dependiente del tiempo. El trasplante fecal de ratones con susceptibilidad a
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lupus B6.Slel.Sle2.Sle3 a ratones GF solo logrd inducir lupus en los ratones receptores
cuando los ratones donantes presentaban manifestaciones de autoinmunidad en
curso'”. Esta hipotesis estd respaldada por observaciones sobre el tratamiento
antibiotico para la eliminacion de las bacterias intestinales en ratones MRL/lpr, el cual
ejerce un papel protector solo cuando se realiza en la etapa pre-sintomatica, pero no

muestra mejoras una vez que la enfermedad ha comenzado a manifestarse'™.

La dinamica de suplementaciéon con P. distasonis disenada en este trabajo
demuestra, por un lado, la capacidad de P. distasonis para colonizar el intestino de
ratones WT y, por otro, la capacidad inmunomoduladora de esta especie ante el
desarrollo de lupus mediado por TLR7. De esta forma, nuestros resultados sugieren
que la microbiota podria modular los efectos asociados al fondo genético, actuando
como mediador de las respuestas inmunitarias. Esta teoria se ve apoyada por otros
estudios disponibles en la bibliografia donde se ha probado que el cohousing de ratones
BALC/c WT y ratones BALB/c sin eosindfilos es capaz de inducir una normalizacion
de la respuesta IgA. Hasta el momento de la publicacion de este estudio, se asumia que
los eosindfilos eran un componente clave para el mantenimiento de la respuesta IgA,
pero dicho paradigma se modificé al probar que los eosinofilos ejercen dicha accién a
través de modificaciones en la microbiota. Asi, la transferencia de la microbiota de los

ratones WT es capaz de inducir en los ratones sin eosindfilos la misma respuesta IgA**.

Ademads de los cambios en la composicion de la microbiota, la eliminacion de
Bank1 en el modelo agudo y en el espontaneo reflejo la influencia del fondo genético
en la identidad de las bacterias cubiertas por IgA. El pegado de IgA hacia las bacterias
fecales durante el desarrollo de enfermedades autoinmunes ha sido sugerido como un
potencial regulador de la secrecion de citoquinas proinflamatorias, jugando un papel

clave en la regulacion de la respuesta inmunitaria.
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A pesar de que la deficiencia de Bank1 se tradujo en cambios en la cantidad de IgA
libre secretada al lumen gastrointestinal en ratones con lupus y en homeostasis en los
dos modelos, estas inmunoglobulinas presentaron la capacidad de unirse a las
bacterias fecales en frecuencias similares a sus homoélogos BankI**, aunque de forma
diferencial. Un comportamiento similar se ha encontrado en ratones NOD en un

modelo de diabetes tipo 1*#3°7°

,y ratones deficientes parala tirosina-quinasa de Bruton
donde los perfiles IgA* cambiaban a pesar de encontrarse frecuencias similares de
bacterias cubiertas de IgA con ratones WT. Para comprender en mas detalle como se
altera la respuesta IgA hacia las bacterias en ausencia de Bankl, se llevo a cabo un
analisis multiparamétrico por citometria de flujo de las bacterias de la microbiota. Esta
tecnologia estd a la vanguardia en el estudio de las bacterias intestinales, con una
aplicacion en el campo de la autoinmunidad limitada y solo utilizada anteriormente

en un modelo de colitis*’.

Con la normalizacién de la microbiota en el modelo de littermates, todos los
ratones presentaron, con independencia de su genotipo, un incremento en la
frecuencia de las poblaciones cubiertas con IgA, similar a lo observado en ratones
B1KO single cage tras el tratamiento con IMQ. Ademads, las bacterias con mayor pegado
de IgA mostraron una fuerte correlacion entre sus abundancias. Este cambio en el
pegado de IgA podria ser el mecanismo por el cual el fondo genético Bank1 regula la
composicion de la microbiota. Esta teoria se sustenta en la observacion de que, en
modelos murinos de colitis, las fracciones IgA* e IgA™ permiten la identificacion de
bacterias colitogénicas y no colitogénicas, determinando la capacidad de colonizacién

de unas y otras*?.

En paralelo, el estudio cinético del pegado de IgA en los diferentes estados de
desarrollo de lupus en el modelo transgénico mostré que las poblaciones bacterianas

que mas variacion exhiben en sus frecuencias varian en su patron de pegado de IgA.
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Este seguimiento temporal ilustré que la ausencia de Bank1 en estos ratones no impide
que la comunidad microbiana adquiera, en ultima instancia, el perfil de pegado de IgA
asociado a los ratones TLR7Tg. En cambio, la eliminacion del gen parece retrasar esta
transicion, observandose en los ratones TLR7Tg.B1KO a edades intermedias un perfil
mas similar al de los WT. Este analisis permite visualizar que las poblaciones
bacterianas que presentan las mayores diferencias varian con la edad, siendo tnicas
para cada etapa y evidenciando que las poblaciones con frecuencias mas dispares entre
los tres grupos a edades tempranas tienden a igualarse en las etapas posteriores,
mientras que las poblaciones mas diferenciales en la vejez se encontraban a niveles

similares en los tres genotipos en la juventud.

El estudio del pegado de IgA en los diferentes estadios del modelo espontaneo
puede ser clave debido a que en torno a un 68% de los pacientes de LES presentan
autoanticuerpos de isotipo IgA anti ADNdc***”%. Debido a que la mayor produccién
de IgA ocurre en el GALT, se podria sugerir que hay una posible activacion intestinal
de estos clones de células B autorreactivas. Por ello, la dindmica de la respuesta de IgA
en el tejido linfoide intestinal podria ser crucial en la patogénesis autoinmune

sistémica inicial en individuos con alelos de susceptibilidad®”>.

En los estudios de comunidades microbianas no solo la identidad de las especies
proporciona informacién, sino que resulta crucial entender como los taxones
interactian con el sistema inmunitario. Los azicares presentes en las superficies
bacterianas pueden actuar como potentes inductores de la respuesta inmunitaria

3. Ademds, el andlisis del ecosistema

innata, a través de la activacion de TLRs
bacteriano puede aportar informacion sobre el perfil inflamatorio, la capacidad de
adhesion y/o formacién de biopeliculas (comtinmente referidos como biofilms) y la

interaccion con los receptores inmunomoduladores tipo Siglec®.
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Los resultados del andlisis de patrones de glicosilacion llevados a cabo en este
trabajo han mostrado que la presencia de P. distasonis en el intestino modifica la
composicion microbiana hacia un ecosistema rico en oligdmeros de N-
acetilglucosamina y N-acetilmuramico, definidos por un enriquecimiento en
poblaciones que pegan STL. La presencia de estas estructuras en los perfiles
bacterianos intestinales se ha asociado con una inhibicidn de la respuesta T efectora,
mejorando asi las manifestaciones de autoinmunidad en modelos de encefalomielitis

autoinmune experimental®” y diabetes®”®.

Para la consecucion de los ultimos objetivos planteados en este trabajo se
investigaron las poblaciones de células B con potencial capacidad reguladora. Las
células Bregs incluyen un conjunto de células B con propiedades antiinflamatorias
mediadas por la secrecion de IL-35, IL-10 y/o granzima B*°. En pacientes de LES, se
ha visto que la sintesis de IL-10 y el nimero de células B que la producen estan
disminuidos, un hecho que se asocia con una peor prognosis de la enfermedad?®”. El
analisis conjunto de los resultados obtenidos en esta tesis sobre la diferenciacion de
células productoras de IL-10 indica que la presencia de P. distasonis en la microbiota
de los ratones con lupus es un potente inductor de células B naive hacia un fenotipo
IL-10" en las placas de Peyer. Asi, los ratones tratados con IMQ W'T littermates y WT
suplementados con P. distasonis presentan niveles de células B IL-10* comparables a
los encontrados en ratones B1KO single cage tratados con IMQ, y significativamente
mayores a los presentados por ratones WT single cage o suplementados con PBS tras
la induccién de lupus. Sin embargo, la estimulacion de células B naive de ratones BIKO
con P. distasonis o con CpG dio lugar a mayores frecuencias de células B productoras
de IL-10 que las encontradas en células WT. Estos experimentos plantearon dos
posibles hipdtesis. Por un lado, es posible que, a pesar el fuerte efecto de la microbiota

en la induccién del fenotipo potencialmente regulador en las células B, el fondo



DISCUSION

genético determine en ultima instancia la capacidad de diferenciacion de las células B.
Esto se ha visto en estudios que relacionan los cambios en el metabolismo de las células
B y el papel de Bankl, los cuales indican que menores niveles en la transcripcion de

este gen se asocian con un mayor estado de activacion y diferenciacion®*®*!.

Sin embargo, nuestros resultados en las células B naive purificadas del bazo de
ratones WT y B1KO, no mostraron diferencias en los niveles de sintesis de IL-10. Por
ende, se hipotetizd que las células B de las placas de Peyer, aunque naive, poseen de
forma basal una programacién metabolica determinada por el ambiente intestinal y la
microbiota asociada al genotipo BIKO. En el GALT, la regulacién inmunitaria ocurre
de forma diferente a la observada en localizaciones sistémicas para asegurar un estado
de simbiosis entre las bacterias intestinales y el sistema inmunitario. En el intestino, y
de especialmente en las placas de Peyer, las células B son expuestas a una tasa
significativamente mas elevada de contacto con antigenos por el intimo contacto que
mantienen con la microbiota intestinal y las células dendriticas subepiteliales'”>. Esto,
junto con la mayor concentracion en el GALT de citoquinas que regulan la activacién
de células B, como son TGF-f o BAFF, explicaria la mayor capacidad de las células B

naive Bank1-/- para diferenciarse hasta un fenotipo productor de IL-10°*,

Estos resultados, aunque prometedores, presentan aun ciertas limitaciones que, de
resolverse, permitirian avanzar en la investigacion del LES. Entre ellas, una de las mas
notables es la evaluacion funcional de las células B productoras de IL-10 mediante
cultivo con células T preactivadas, asi como la transferencia in vivo de células B

productoras de IL-10 hacia ratones WT con lupus.

En conjunto, se ha propuesto en este trabajo un mecanismo factible por el cual la
genética podria influenciar la gravedad fenotipica del LES en un modelo murino
mediado por TLR7 a través de la determinacion de la composicion del microbioma

intestinal.
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6.

CONCLUSIONES

CONCLUSIONES

El modelo murino mediado por el incremento en la expresion de TLR7 induce
manifestaciones sistémicas similares al LES en humanos y altera, a nivel intestinal,
la respuesta de células B productoras de IgA y la funcién de la barrera intestinal.
Los ratones TLR7Tg presentan una microbiota diferencial al grupo WT y una
respuesta sistémica frente a las bacterias intestinales que presenta, en el caso de la
IgM, reactividad cruzada con autoantigenos nucleares del ADNdc.

La eliminacion de la sefalizacion por Bankl altera la respuesta inmunitaria de
células B y la composicion de la microbiota tanto en homeostasis como en ratones
con sobreactivacion de TLR7, disminuyendo la severidad del fenotipo resultante
y permitiendo la colonizacién de Pdistasonis en el tracto gastrointestinal.

Los ratones deficientes para BankI presentan in vivo e in vitro mayores niveles de
células B productoras de IL-10, y estas frecuencias correlacionan inversamente
con la magnitud de las manifestaciones del lupus mediado por TLR7.

La transferencia vertical de la microbiota asociada al fenotipo BankI a ratones
BankI*'* ejerce un papel protector en el desarrollo de un modelo murino de lupus
inducido por TLR7, resultando en manifestaciones sistémicas e intestinales de
menor severidad y mayores niveles de células B IL-10".

La suplementacion con P. distasonis a ratones WT es suficiente para inducir en
ellos una fenocopia de ratones BI1KO tras el tratamiento con IMQ, con
modificaciones de la composicién global de la microbiota, la permeabilidad y
respuesta inmunitaria intestinal y las frecuencias de células B productoras de IL-

10.
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6.

CONCLUSIONS

CONCLUSIONS

The murine model of lupus driven by TLR7-overexpression induces systemic
manifestations similar to those observed in human SLE patients and modifies the
IgA-producing B cell response at the intestinal level, as well as the gut barrier
function.

TLR7Tg mice present a differential microbiota composition when compared to
WT mice and a systemic response to commensal bacteria that, for [gM antibodies,
show cross-reactivity with nuclear antigens located on dsDNA.

The removal of BankI-associated signalling alters the B cell immune response and
microbiota composition in steady-state and upon TLR7 overactivation, thus
reducing the resulting phenotype severity and allowing for P distasonis
colonization in the gastrointestinal tract.

Bank1 deficient mice display higher frequencies of IL-10 producing B cells in vivo
and in vitro, and those numbers inversely correlate with the magnitude of
phenotypic manifestations of TLR-mediated lupus.

Vertical transfer of Bank1”/-associated microbiota composition to BankI*"* mice
confers a protective role in the TLR7-induced murine lupus model, resulting in
less severe systemic and intestinal manifestations and increased levels of IL-10" B
cells.

Supplementation with P distasonis to WT mice is sufficient to induce a
phenocopy of the disease manifested in BIKO upon IMQ treatment, with
significant modifications in microbiota composition, gut permeability, intestinal

immune response and IL-10 producing B cell frequencies.
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