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Introduccion

La participacion del infiltrado celular autorreactivo en la
patogénesis de nefritis autoinmunes organo-especificas ha
sido ampliamente descrita'”. Sin embargo, se desconoce
la contribucion de linfocitos T autorreactivos nefroespeci-
ficos en la afectacion renal de enfermedades autoinmu-
nes sistémicas.

El raton MRL/Ipr desarrolla espontaneamente una en-
fermedad autoinmune similar al LES humano, incluyendo
produccion de anticuerpos, artritis, vasculitis y nefritis®. La
afectacion renal consiste en una progresiva glomerulone-
fritis acompanada de un infiltrado intersticial, que progre-
sa en pocas semanas hacia una insuficiencia renal termi-
nal. En asociacion a las manifestaciones autoinmunes, el
raton MRL/lpr también presenta una proliferacion de lin-
focitos T «doble negativos» (CD3+, TCR a/f3+, CD4-,
CD8-), cuya participacion directa en la enfermedad au-
toinmune no esta aclarada’.

El estudio de los linfocitos T autorreactivos nefroespe-
cificos en el contexto de enfermedades autoinmunes sis-
témicas y de sus interacciones con las células del parén-
quima renal requiere la obtencion de poblaciones puras
de linfocitos T nefroespecificos y de células parenquima-
tosas renales. El propésito de este trabajo ha sido la ob-
tencion y caracterizacion de clones de linfocitos T infil-
trantes del intersticio renal. Todos los clones de linfocitos
T aislados del intersticio renal del raton lapico MRL/Ipr
presentaban el mismo fenotipo «doble negativo» caracte-
ristico de la subpoblacion linfocitaria que prolifera en este
animal. Esos clones linfocitarios eran autorreactivos, ne-
froespecificos y capaces de inducir la expresion de molé-
culas de clase Il en células tubulares renales, indicando su
participacion directa en la lesion renal autoinmune.
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Material y métodos

Animales

Ratones MRL/Mp)-Ipr/Ipr (MRL/Ipr) se obtuvieron de
The Jackson Laboratory (Bar Harbor, Maine, USA).

Reactivos y anticuerpos monoclonales

Los reactivos fueron suministrados por las compaiias
o investigadores siguientes: medios de cultivo (Gibco, NY,
USA); anti-Thy 1.2 (CD3 murino), anti-L3T4 (CD4 murino),
anti-Lyt-2 (CD8 murino) (Becton & Dickinson, CA, USA);
suero bovino fetal (Hyclone, UT, USA); concanavalina A
(Con A) y 2-mercaptoetanol (Sigma, MO, USA); *H-timidi-
na (N. E. Nuclear, MA, USA); hibridoma 10-2.16 (anti-cla-
se Il, I-Ak) (American Type Culture Collection, MD, USA);
hibridoma RA3-6B2 (anti-CD45R/B220) (Dr. A. Marshak-
Rothstein, MA, USA); hibridoma H597 (anti-TCR murino)
(Dr. R. Kubo, CO, USA); hibridoma 145-2C11 {anti-CD3
murino) (Dr. J. Bluestone, IL, USA); IL-2 recombinante hu-
mana (Dr. ). Murphy, MA, USA).

Citometria de flujo

Las células a analizar se incubaron durante 30 minutos
a 4’ C con 5 g de anticuerpo monoclonal. Posteriormen-
te, las células se incubaron con un anticuerpo secundario
conjugado con fluorescencia y analizadas en un citome-
tro de flujo.

Clonaje linfocitario

Cortex renales de ratones MRL/Ipr fueron decapsula-
dos y el cortex fragmentado y tamizado a través gradillas
de diametro decreciente (250, 150, 75 y 38 um). La sus-
pension resultante se centrifugd en un gradiente de Ficoll-
Hypaque durante 15 minutos a 2.000 rpm. Los linfocitos
T se recuperaron de la interfase y se mantuvieron en cul-
tivo en RPMI-1640 con 10% de suero bovino fetal,
100 ug/ml de estreptomicina, 100 U/ml de penicilina,
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10 uM HEPES, 1 um piruvato sodico. 10-5 M 2-mercapto-
etanol, 1 % aminoacidos esenciales y 50 u/ml de IL-2. Des-
pués de 15 dias en cultivo, la linea celular fue clonada por
dilucién a 1 célula/pocillo en pocillos de 200 pl de volu-
men, usando como nutrientes células singeneicas esplé-
nicas y tubulares, irradiadas previamente con 3.000 rads.

Clonaje de células tubulares renales

Cortex renales de ratones MRL/Ipr fueron decapsula-
dos, fragmentados y se incubaron en una solucion de co-
lagenasa tipo Il (2 mg/ml) durante 90 minutos a 37°C.
Posteriormente, los fragmentos se tamizaron a través de
gradillas de diametro decreciente (250, 150, 75 y 38 um).
El producto obtenido se cultivd en placas de 100 mm en
un medio K-1 (1:1DMEM y Ham’s F12, conteniendo
25 mM HEPES, 100 U/ml penicilina, 100 mg/ml transferri-
na, 1ng/ml prostaglandina E1, 5 x 10" M triiodotironi-
na, 10° M selenio, 5 x 10-8 M hidrocortisona, 25 ng/ml
factor de crecimiento epitelial). Las células se clonaron en
pocillos de 200 ut de volumen, a densidad 1 célula/poci-
llo. Los clones resultantes se caracterizaron de la forma ha-
bitual descrita™.

Proliferacion linfocitaria

Los linfocitos T (10 x 10%) se cultivaron en 200 pl de
medio de cultivo + células singeneicas irradiadas con
3.000 rads. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.
Las células se cultivaron durante tres dias, afiadiéndose al
cultivo 5 uCi de *H-timidina/ml cuatro horas antes de re-
cuperar las células. La incorporacion de °H-timidina al
DNA de las células se determiné mediante un contador
de particulas .
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Fig. 1.—los clones linfocitarios aislados de la nefritis lipica experimental
son autorreactivos y nefroespecificos. La figura muestra un
experimento representativo de la proliferacion (media + 1 DS) del clon
H-10 frente a diversas células singeneicas. El experimento fue repetido
> 3 veces con resultados similares para todos los clones estudiados
(G-8, E-12, H-6, H-9, H-10, H-11). P<0,05 para células renales
(tubulares y mesangiales) vs. medio, higado, bazo y exudado
peritoneal.
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Extraccion de RNA mensajero y técnica de la reaccion
de la polimerasa (PCR)

El RNA citoplasmatico fue extraido mediante lisis con
NP-40. EI RNA se transcribi6 reversamente a DNA com-
plementario. Este DNA se amplifico mediante PCR, seglin
la metodologia descrita™.

Estadistica

Para el andlisis estadistico se utilizo el programa Stat-
view SE+ (Abacus Concepts, Ca, USA). Las diferencias en-
tre grupos se compararon mediante T-test, U-Mann Whit-
ney o ANOVA. Los resultados se expresan como me-
dia £ 1 desviacién estandar (DS).

Resultados

1) Caracterizacion morfologica de los clones de
linfocitos T que infiltran el intersticio renal en la
nefritis lGpica experimental

Para investigar las caracteristicas del infiltrado intersti-
cial linfocitario del raton MRL/Ipr afecto de neffitis lapica
se aislo una linea celular de linfocitos T del cortex renal
de ratones MRL/Ipr con proteinuria. Después de 15 dias
en cultivo, la linea celular fue clonada en presencia de cé-
lulas singeneicas esplénicas y tubulares renales previamen-
te irradiadas. La eficiencia de la técnica de clonaje fue del
6,5 %, obteniéndose seis clones. Todos los clones com-
partian el mismo fenotipo (TCR o/f+, CD3+, CD4-,
CD8-, B220+), caracteristico de la subpoblacién de linfo-
citos T «doble negativos» que se acumulan en este mo-
delo animal de enfermedad autoinmune.

2) Proliferacion linfocitaria

Para caracterizar funcionalmente estos clones linfocita-
rios se practicaron ensayos de proliferacion celular, utili-
zando como estimulo células singeneicas. Todos los clo-
nes proliferaron exclusivamente frente a células tubulares
renales y no frente a células no-renales, como esplenoci-
tos, hepatocitos o células del exudado peritoneal (com-
(F;uest)as mayoritariamente por macréfagos y linfocitos B)

ig. 1).

3) Produccion de citoquinas

El estudio de produccion de RNA mensajero especifi-
co para diferentes citoquinas se realiz en dos circunstan-
cias: cuando los linfocitos T estaban en estado no activa-
do y después de estimulacion durante tres dias con célu-
las tubulares renales. Los resultados mostraron que la pro-
duccion de citoquinas era heterogénea, con un aumento
de las mismas en estado de activacion (tabla ). Las Gnicas
caracteristicas comunes para los diferentes clones fueron



Produccion de citoquinas

Tablal.
Clones
H-6 H-9 H-10 H-11 E-12
Estimulacion ® No Si No Si No Si No Si No Si
- - + 4+ o+ 4+ - = - -
e
e
4+ -+ -+ -+ =+
o+ - = = = 4 - =

? la existencia de RNA mensajero especifico para las diferentes citoquinas se es-
tudié mediante PCR.

Estimulacion: Los clones (1 x 10°/ml) se mantuvieron en cultivo durante 3 dias
con células tubulares renales (5 x 10°/mi).

que ninguno producia IL-2 y que todos eran capaces de
sintetizar mensaje para IFN-y, IL-6 y TNF-cL

4) Capacidad de induccion de moléculas de clase If
en la superficie de las células tubulares renales

En el raton MRL/Ipr, la expresion de clase Il en las cé-
lulas tubulares renales precede a la aparicion de protei-
nuria'2 EI IFN-y es la Gnica citoquina capaz de inducir ex-
presion de clase Il en células tubulares renales™. Por tan-
to, y dado que todos los clones aislados del intersticio re-
nal eran capaces de producir RNA especifico para IFN-y,
se investigo si los clones linfocitarios eran capaces de in-
ducir la expresion de clase Il en células tubulares.

Células tubulares renales fueron cultivadas con sobre-
nadantes (50 % volumen/volumen) recogidos tras tres dias
de cultivo de los clones linfocitarios (1 x 10° células/ml).
Después de tres dias de cultivo, la expresion de clase I
en las células tubulares renales fue analizada mediante ci-
tometria de flujo (tablaIl). Los resultados indicaron que
los linfocitos T clonados del intersticio renal en la nefritis
lipica experimental eran capaces de inducir in vitro la ex-
presion de clase Il en células tubulares renales.

Tabla Il. Expresion de clase Il en células tubulares trata-
das con sobrenadante de los cultivos linfocita-
rios. Efecto del tratamiento con anticuerpo mo-

noclonal anti-IFN-y

. Estimulo ?
Clones Medio K-1 SN 50 %
2% 45 %
3% 44 %
2% 50 %
3% 43%
2% 44 %

# SN: Sobrenadante del cultivo 1 x 10° células/ml x 3 dias.

NEFRITIS LUPICA EXPERIMENTAL

Discusion

La participacion del infiltrado linfocitario autorreactivo
en la patogénesis de nefritis autoinmunes 6rgano-especi-
ficas ha sido ampliamente descrita. Sin embargo, se des-
conoce la contribucion de linfocitos T autorreactivos ne-
froespecificos en la afectacion renal de enfermedades au-
toinmunes sistémicas. El objetivo de este estudio fue in-
vestigar la posible existencia de linfocitos T autorreactivos
nefroespecificos en un modelo experimental de enferme-
dad autoinmune sistémica (LES) con constante y severa
afectacion renal (ratén MRL/lpr). El estudio demuestra que
existe una interaccion especifica entre el infiltrado inters-
ticial linfocitario y las células parenquimatosas renales en
la nefritis lGpica experimental.

Los linfocitos T que infiltran el intersticio renal en la ne-
fritis lGpica proliferan exclusivamente frente a células tu-
bulares renales, indicando que la afectacion renal en el
contexto del LES es especifica. La afectacion renal en el
LES humano acontece en un 35-90 % de los pacientes.
En todos los casos existe un grado variable de infiltrado
intersticial, que sera el que tendra mayor valor pron6sti-
co™. La evolucion de la nefritis lipica es variable, no en-
contrandose correlacion con la evolucion de otras mani-
festaciones de la enfermedad. La demostracion de que
los linfocitos T que infiltran la nefritis lGpica son nefroes-
pecificas sugieren la existencia de uno o varios antigenos
renales que estimularian los linfocitos T potencialmente
autorreactivos, iniciando la lesién autoinmune renal.

La presentacion del antigeno a los linfocitos T requiere
de la presencia de los antigenos de histocompatibilidad
de clase | r 1%, La hiperexpresion de clase Il es caracte-
ristica de las enfermedades autoinmunes, incluyendo la
nefritis lapica™ ™. La expresion de clase Il en las células
tubulares favoreceria el reconocimiento de antigenos re-
nales por linfocitos T autorreactivos, perpetuandose la le-
sion renal. Los linfocitos T que infiltran la nefritis l(pica
son capaces de inducir moléculas de clase 1l en células tu-
bulares renales, lo que indica su participacion directa en
el mantenimiento de la respuesta inmune.

En resumen, el aislamiento de clones de linfocitos T ne-
froespecificos en la nefritis lGpica experimental demues-
tra que la afectacion renal en enfermedades autoinmunes
sistémicas puede ser organo-especifica. La capacidad de
estos clones de inducir moléculas de clase Il en células tu-
bulares renales indica su participacion directa en la res-
puesta inmunologica. El estudio de los antigenos renales
que desencadenan esta reaccion inmunologica podria
contribuir a desarrollar alternativas terapéuticas dirigidas a
prevenir la afectacion renal en el LES.
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