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ABREVIATURAS

Ag: Antigeno.

Alo-Ac: Aloanticuerpos.

CPD: Citrato-fosfato-dextrosa.

DAMP: Patrones moleculares asociados al peligro.
DMD: Distrofia muscular de Duchenne.

EDTA: El acido etilendiaminotetraacético.

EHFRN: Enfermedad hemolitica del feto y el recién nacido.
GR: Glébulos rojos.

HMT: Homocigoto.

HZT: Heterocigoto.

LT: Linfocitos T.

NF-kB: Factor nuclear kappa beta.

OPS: Organizacidon Panamericana de la Salud.
PFA: Paraformaldehido.

RHT: reacciones hemoliticas.

SAGM: Solucién salina-adenina-glucosa-manitol.
TLR: Receptores tipo Toll

WT: Wildtype.
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1. RESUMEN

La transfusion sanguinea es un soporte terapéutico que puede producir anticuerpos como
respuesta a la exposicion de antigenos diferentes a los propios, es decir,
aloinmunizacién. Estd descrito que, en un estado inflamatorio, el riesgo a la
aloinmunizacién aumenta. La presente tesis tuvo como objetivo evaluar si la Distrofia
Muscular de Duchenne (DMD), una miopatia hereditaria causada por mutaciones en el
gen de distrofina, la cual se manifiesta con una inflamacién crénica de la musculatura
esquelética, existe mayor riesgo a la aloinmunizacién. Durante este trabajo se utilizé
como modelo experimental el ratén transgénico mdxcv4, modelo murino de DMD,
homocigoto para una mutacién en distrofina que suprime la expresion de la proteina.
Como control se utilizaron sus contrapartes silvestres (WT) y heterocigoto (HTZ), los
cuales fueron sometidos a dos actos transfusionales con glébulos rojos provenientes de
un ratén macho adulto sano (WT) de la cepa C57BL/6. Después de dos semanas de la
primera transfusion, se midié en el plasma de los ratones: los niveles de la citoquina
inflamatoria IL6 y antiinflamatoria IL10 mediante ELISA, se estimd la razén entre
linfocitos T efectores/ T reguladores mediante citometria de flujo, se evalud la presencia
de aloanticuerpos mediante aglutinacion en columna de gel, y el porcentaje de hemolisis
inducida por aloanticuerpos mediante espectrofotometria. Los resultados no mostraron
diferencias significativas en los niveles de IL6 e IL10 entre ratones WT y los mutantes
de distrofina, ni antes ni después de los actos transfusionales. En este estudio la cantidad
de linfocitos presentes en las muestras analizadas por citometria de flujo fue muy bajo,
insuficiente para evaluar si existian cambios en la poblacion de linfocitos-T reguladores
o efectores. No se evidencidé aloinmunizaciéon ni hemdlisis en los ratones mdxcv4
transfundidos, en congruencia con ausencia de cambios en los marcadores inflamatorios.
Si fue cuantificable un 35% de esplenomegalia en los ratones mdxcv4 sin transfundir y
en los WT transfundidos en comparacion a los ratones WT sin transfundir lo que podria

ser indicativo de reactividad del sistema inmune en respuesta a la transfusion.

Palabras claves: inflamacién, aloanticuerpos, aloinmunizacion, transfusion, Distrofia

muscular de Duchenne



1. ABSTRACT

Blood transfusion is a therapeutic support that can produce antibodies in response to the
exposure to foreign antigens, namely, alloimmunization. It has been described that
inflammation increases the risk of immunization. The objective of this thesis was to
evaluate whether in the context of Duchenne Muscular Dystrophy (DMD), a hereditary
myopathy caused by mutations in the dystrophin gene, which manifests with chronic
inflammation of the skeletal muscles, there is a greater risk of alloimmunization. During
this work, we used the mdxcv4 transgenic mouse, a murine model of DMD, homozygous
for a dystrophin mutation that suppresses the expression of the protein. As a control,
wild type (WT) and heterozygous (HTZ) mice were used, which were subjected to two
transfusions with red blood cells from a healthy adult male mouse (WT) of the C57BL/6
strain. Two weeks after the first transfusion, was measured in the plasma of the
transfunded mice: the levels of the inflammatory cytokine IL6 and anti-inflammatory
IL10 by ELISA, tried to estimate the ratio between effector/regulatory T lymphocytes by
flow cytometry, the presence of alloantibodies by agglutination in a gel-column, and the
percentage of hemolysis induced by alloantibodies by spectrophotometry.The results did
not show significant differences in the levels of IL6 and IL10 between WT mice and
dystrophin mutants, neither before nor after the transfusion events. In this study, the
amount of lymphocytes present in the samples analyzed by flow cytometry was very
low, insufficient to assess whether there were changes in the population of regulatory or
effector T-lymphocytes. There was no evidence of alloimmunization or hemolysis in the
transfused mdxcv4 mice, consistent with the absence of changes in inflammatory
markers. Yes, 35% splenomegaly was quantifiable in the mdxcv4 mice without
transfusion and in the transfused WT compared to the WT mice without transfusion,

which could be indicative of reactivity of the immune system in response to transfusion.

Keywords: inflammation, alloantibodies, alloimmunization, transfusion, Duchenne

muscular dystrophy.
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2. INTRODUCCION

2.1. Transfusién sanguinea.

La transfusion sanguinea es un soporte terapéutico para diferentes patologias que tiene
como fin reponer los diferentes componentes de la sangre, ya sea, gldbulos rojos, plasma

o plaquetas que se encuentran afectados en funcién y cantidad.

La organizaciéon panamericana de salud (OPS) el aio 2020 reportd que 10 paises, de 34
gue suministraron sus datos, realizaron 1.558.637 transfusiones sanguineas, en donde
el componente transfundido con mayor frecuencia fueron los globulos rojos, con un
55,37% (27 paises informaron haber transfundido mas de 2,8 millones de unidades),
seguido de las plaquetas con un 12,96% vy el plasma fresco congelado con un 10,81%
(1). En particular, en Chile existe un registro reportado entre 2016-2017 de 466.602

unidades de glébulos rojos transfundidos por diversas complicaciones (2).

Sin embargo, las transfusiones sanguineas no estan exentas de problemas, debido a la
exposicion del paciente receptor, a una gran variedad de antigenos (Ag) que conforman
los 44 sistemas sanguineos descubiertos hasta la fecha (3). Dichos antigenos podrian
gatillar una respuesta inmunoldgica definida como aloinmunizacién, en la que el sistema
inmunitario del paciente reacciona contra Ag eritrocitarios o leucocitarios ajenos,
pudiendo causar como consecuencia reacciones hemoliticas (RHT) agudas o tardias (4),
asi como complicaciones relacionadas al parto como lo es la enfermedad hemolitica del
feto y el recién nacido (EHFRN) (5).

La aloinmunizacién de globulos rojos afecta al 3-10% de los pacientes transfundidos y
hasta el 50% de los grupos cronicamente transfundidos (6). Para que exista una
aloinmunizacion no tan solo debe existir una incompatibilidad antigénica entre el donante
y el receptor, sino que también esta involucra una serie de factores que dependen de
las caracteristicas de los componentes de los globulos rojos a transfundir, asi como del

estado fisiopatoldgico del receptor, siendo un factor influyente el estado inflamatorio

7).
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En particular, en un estado inflamatorio se ha descrito que aumenta el riesgo de
aloinmunizacion, debido a una sobre activacion basal del sistema inmune. Los
mediadores proinflamatorios promueven una exacerbada respuesta inmunitaria, que
podria favorecer la formacién de aloanticuerpos (Alo-Ac) (8). Consecuentemente, es
factible suponer que en condiciones patoldgicas que cursan con inflamacién crénica el

riesgo a la aloinmunizacion aumenta.

La investigacion que se describe a continuacién tuvo como objetivo evaluar si en el
contexto de la distrofia muscular de Duchenne (DMD), una miopatia hereditaria que se
manifiesta con inflamacién crénica de la musculatura esquelética existe un mayor riesgo

a la aloinmunizacion.

2.2. Inflamacién: mecanismos celulares y moleculares involucrados.

La inflamacién es una respuesta adaptativa desencadenada por condiciones y estimulos

nocivos, como infecciones y lesiones tisulares (9), (10).

El principal causante de una respuesta inflamatoria es el reconocimiento de “sefiales
patogénicas” y/o “senales de dafio” por parte del sistema inmunitario (10). La respuesta
inmune se desencadena para evitar la diseminacion de los patégenos y/o de las sefiales
de dafio (10); una de las primeras rutas que acompafia a la respuesta inmune es la
activacion de la cascada de coagulacion vy fibrinolitica, asi como la deposicion plaquetaria,
con la finalidad de concentrar al agente inflamatorio Unicamente en el tejido afectado
(10). Otra importante funcion de la respuesta inmune es “movilizar” elementos efectores
al tejido afectado; estos efectores viajan por la circulacién sanguinea y se transloca
desde la microvasculatura hasta el tejido dafiado. Los distintos componentes celulares y
plasmaticos de la inflamacién llegan hasta el lugar en el que se encuentra el agente

inflamatorio para su destruccidon o neutralizacién (10).
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Figura 1: Causas fisiologicas y resultados patologicos, de la inflamacion: Dependiendo del
factor inflamatorio desencadenante, la respuesta tiene un proposito fisioldgico diferente y
potenciales consecuencias patoldgicas. Se han descrito tres factores iniciadores de la inflamacidn:

infeccion por patoégenos, dafio tisular y estrés por mala funcion tisular (10).

La respuesta inflamatoria es gatillada por la presencia de agentes inflamatorios de origen
variado (Figura 1); sin embargo, todos estos procesos comparten un mecanismo comun,

que se puede resumir de la siguiente manera:

1) receptores de patrén en las células del sistema inmune innato que reconocen diversos
agentes inflamatorios como estimulos dafinos.

2) activacion de las vias inflamatorias.

3) Expresion de mediadores proinflamatorios.

4) reclutamiento de células del sistema inmune que exacerban la inflamacién (21).

Las células inmunitarias (monocitos, neutrofilos, macrofagos y linfocitos) liberan
mediadores moleculares de la inflamacion, las que pueden ser tanto proinflamatorias

como antiinflamatorias, pudiendo promover o inhibir la inflamacion, respectivamente.
13



Estos mediadores modulan la respuesta inmunitaria y la inflamaciéon a través de una
compleja red de interacciones, sin embargo, la produccidon excesiva de citoquinas
inflamatorias puede provocar dano tisular, cambios hemodindamicos, insuficiencia
organica y, en ultima instancia, la muerte (18). La figura 2 esquematiza una de las rutas
inflamatorias mas descritas en diversos tejidos, la cual es dependiente de la activacion
del complejo inflamasoma NLRP3. Esta es una respuesta inflamatoria estandarizada, que
promueve la inflamacién aguda con la finalidad de eliminar agentes inflamatorios

potencialmente dafiinos (Figura 2).
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Figura 2: Ejemplo de las cascadas de inflamacion mediada por el inflamasoma NLRP3:
Los agentes gatillantes de la inflamacion tienen en comudn la expresién de secuencias patrén,
denominadas DAMPs (patrones moleculares de dafio, del inglés danger associated molecular
patterns) o PAMPs (patrones moleculares de patdgenos, del inglés pathogen associated molecular
patterns). El sistema inmune cuenta con receptores para PAMPs o DAMPs, los denominados PRRs
(del inglés pattern recognition receptors). Existen PRRs de membrana como los receptores tipo
Toll (TLRs), solubles (como la proteina C reactiva) e intracelulares. Dentro de estos Ultimos se
cuentan los receptores tipo NOD, dentro de los que destaca NLRP3. Este ultimo se asocia a la
proteina adaptadora ASC formando un complejo activador de la caspasa-1, conocido como el
inflamasoma NLRP3 (11). La respuesta inflamatoria mediada por NLRP3 involucra dos cascadas
de sefializacién. La sefal 1 requiere de la activacién del factor nuclear (NF)-kB debido al
reconocimiento de DAMPs/PAMPs mediado por TLRs. Esto conduce a un aumento en la expresion
de NLRP3, ASC y la procaspasa-1, asi como las formas” inmaduras de las interleucinas pro-
inflamatorias (IL)-1b e IL-18. La sefal 2 es critica para la formacién y activacién del inflamasoma
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NLRP3. Varios DAMPs permiten que la sefial 2 active el inflamasoma NLRP3, por ejemplo, cristales,
trifosfato de adenosina (ATP) y especies reactivas de oxigeno (11) Al activarse, NLRP3 sufre
oligomerizacion y recluta ASC y procaspasa-1 para formar el complejo inflamasoma NLRP3, el cual
procesa a la pro-caspasa-1 para transformarla en su forma activa. La caspasa-1 activada escinde
pro-IL-1b y pro-IL-18 dando lugar a las formas maduras IL-1b e IL-18, respectivamente, las cuales

establecen y perpetlian la inflamacion (11).

La respuesta inmune es regulada finamente mediante mecanismos especificos que
incluyen la expresion de mediadores pro-resolutivos de la inflamacién (SPMs del inglés
specialized pro resolving mediators) como las resolvinas, maresinas y protectinas que
promueven el cambio de fenotipo de los macrofagos involucrados en la respuesta
inflamatoria aguda (M1) hacia un fenotipo pro-resolutivo (M2), evitando el dafio y
deteniendo la respuesta inflamatoria (10). La figura 3 resume los mecanismos mas
relevantes asociados a la resolucién de la inflamacidon aguda (Figura 3). La respuesta
inflamatoria aguda, juega también un rol importante en los mecanismos que conducen
a la cicatrizacion de los tejidos, cuando la inflamacién ha sido gatillada por heridas. En
tal caso, la inflamacién puede acompafarse de dafio tisular cuando se vuelve crénica,

con pérdida de la funcién del tejido dafiado (9).
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Figura 3: Mecanismos mas relevantes asociados a la resolucion de la inflamacién: Una
vez activada la respuesta inmune asociada a la inflamacion aguda, se activan mecanismos
especificos para resolver la inflamacion, evitando potenciales efectos deletéreos. Los mediadores
moleculares de la resolucion son los SPMs (del inglés specialized pro resolving mediators). Estos
se sintetizan a partir de acidos grasos insaturados de la serie omega 3 como el EPA y DHA. Los
SPMs producidos en el sitio de la lesidn tisular median sus efectos a través de interacciones entre
las células endoteliales y/o epiteliales residentes y las células polimorfonucleares (PMN)
infiltrantes. Los SPM ejercen sus acciones a través de la interaccidon con receptores especificos
acoplados a proteinas G expresados en las células residentes del tejido y PMNs. Las reacciones
mediadas por los SPMs que promueven la resolucién incluyen la atenuacién de la activaciéon de las
células endoteliales, el bloqueo de la extravasacion de los neutrofilos, la promocion del
reclutamiento de monocitos, la promociéon de un cambio de fenotipo de macréfagos desde uno
proinflamatorio (M1) hacia uno pro- resolutivo (M2), la estimulacién de la apoptosis de neutrdéfilos
y la esferocitosis de los macréfagos. Las SPMs son producidas por células madre y actian sobre
ellas, y la evidencia sugiere que las SPM median los efectos inmunomoduladores vy
antiinflamatorios de estas células. PG, prostaglandinas; LT, leucotrienos (30).
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La inflamacién es un mecanismo de defensa vital. Los eventos e interacciones celulares
y moleculares que se ejecutan durante la respuesta inflamatoria minimizan de manera
eficiente lesiones o infecciones en los tejidos. Cuando este objetivo se cumple, procesos
resolutivos, con mediadores celulares y moleculares especificos contribuyen a la
restauracion de la homeostasis tisular y a la resolucion de la inflamacidén aguda (21). Sin
embargo, la inflamacién aguda desregulada puede volverse crénica, contribuyendo a la

progresion de una variedad de enfermedades (21).

2.3 Aloinmunizacion.

La transfusidn sanguinea es un soporte en el tratamiento de diferentes patologias, sin
embargo, uno de los principales problemas de la transfusion es la aloinmunizacion o la
respuesta inmune contra antigenos eritrocitarios o leucocitarios del donante, la cual es
responsable de reacciones hemoliticas transfusionales (RHT) agudas o tardias,
complicaciones en el embarazo como la enfermedad hemolitica del feto y el recién nacido
(EHFRN) (8), (12).

Debido a la gran cantidad de antigenos eritrocitarios, al polimorfismo de algunos
sistemas y el gran nimero de epitopes en cada antigeno, cada transfusion de gldbulos
rojos (GR) introduce una gran cantidad de aloantigenos que tienen la capacidad de
producir respuesta inmunoldgica en el receptor, la cual puede culminar en la produccién
de aloanticuerpos (Alo-Ac) que se asocian con riesgo de morbilidad y la necesidad de

transfundir unidades fenotipadas en las transfusiones siguientes (12).

La prevalencia de aloinmunizacidén reportada para la poblacidon general de pacientes es
del 1 al 1,5%, (13), sin embargo, en pacientes politransfundidos la prevalencia es
variable segun las patologias de base, la poblacion y el disefio del estudio. En pacientes
con anemia de células falciformes se han reportado prevalencias de aloinmunizacion del
19 al 50%, (14), (15) en pacientes onco-hematoldgicos se han reportado prevalencias

del 15% (especificamente en pacientes con sindrome mielodisplasico y leucemia
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mielomonocitica crénica) (16) y en pacientes con B talasemia la prevalencia reportada
va desde el 3 hasta un 37% (17).

Se han propuesto varios factores que podrian estar asociados con aloinmunizacion, por
un lado, esta el hecho de que cada paciente tiene un conjunto Unico de genes y cursa
con un estado clinico particular asociado a sus patologias. Por otro lado, estan las
variables asociadas con las caracteristicas propias de las unidades de sangre, que
dependen de la genética y estado fisiolégico del donante, ademas del procesamiento y
las conocidas lesiones de almacenamiento que sufren las unidades de GR (12). Sin
embargo, no se ha establecido un posible marcador molecular que permita predecir el
riesgo de desarrollar Alo-Ac y no existe suficiente evidencia de los mecanismos por los
cuales estos factores contribuyen con el fendmeno (12). Los factores de que influyen en

la aloinmunizacion:

2.3.1. Caracteristicas de los componentes sanguineos:

Se ha propuesto que las caracteristicas de los componentes sanguineos pueden tener
efectos inmunomoduladores en el receptor. Durante su almacenamiento en los bancos
de sangre, los GR sufren una serie de cambios fisicos y bioquimicos denominados
“lesiones de almacenamiento” que pueden disminuir la vida media del GR y/o que
pueden dar lugar a “sefiales de peligro” capaces de activar una respuesta inmunoldgica
en el receptor. También se ha planteado que la presencia de leucocitos viables en las
unidades de transfusion y sus mediadores, pueden contribuir con sefiales inflamatorias

de peligro (12).

2.3.2. Disparidad fenotipo donante - receptor:

La disparidad en el fenotipo donante-receptor es el factor de riesgo mejor descrito para
aloinmunizacion y es atribuido a las diferencias genéticas existentes entre los Antigenos
eritrocitarios mas frecuentes en la poblacion (dependiendo de la etnia) y a los niveles de
expresiéon diferencial de estos (8). Algunos estudios reportan que la prevalencia de

aloinmunizacion en pacientes con anemia de células falciformes disminuye cuando se
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introducen protocolos de transfusion de unidades fenotipadas desde el diagndstico o

cuando la compatibilizacién se realiza con donantes de la misma etnia (18).

Debido a que la prevalencia de aloinmunizacidn en la poblacion general de pacientes es
baja, las estrategias de transfusion de unidades fenotipadas se enfocan en los pacientes
diagnosticados con patologias dependientes de transfusién o en los pacientes que

dependen de terapia transfusional y a los cuales se les han identificado Alo-Ac.

2.3.3. Numero de transfusiones versus numero de unidades:

El nidmero de unidades transfundidas también ha sido estudiado como un factor que
contribuye en el fendmeno de aloinmunizacién. En pacientes no aloinmunizados el riesgo
de formar aloanticuerpos aumenta en un 6,5% a partir de la unidad 40, sin diferencias
significativas entre género y edad, este riesgo es independiente de la cantidad de los
aloanticuerpos que pueden generar los individuos politransfundidos, (13) a su vez no se
han encontrado diferencias significativas con protocolos de transfusion masiva (19).
Otros estudios sin embargo proponen que el riesgo esta relacionado con el niumero de

transfusiones y no con la cantidad de unidades (18).

2.3.4. Factores inmunolégicos:

La formacion de Alo-Ac es producto de la presentacién eficiente de epitopes de Ag
eritrocitarios y de la generacién de memoria inmunoldgica, responsable de responder de
forma mas robusta frente a un nuevo contacto con el Ag (18). El proceso de
aloinmunizacién a los eritrocitos del donante implica varios pasos, los que incluyen: el
reconocimiento de antigenos en los eritrocitos por parte del sistema inmune receptor; el
procesamiento y la presentacion del antigeno por el complejo mayor de
histocompatibilidad (HLA) de clase II a los linfocitos T via el receptor de linfocitos T
(TCR); la activacion de células T auxiliares CD4+; la interaccidén de las células Ty By,

finalmente, la diferenciacién de las células B en células plasmaticas (figura 4).
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Figura 4: Esquema de la presentacion antigénica que gatilla la produccién de
aloanticuerpos : Una vez que es reconocido el antigeno extrafio en el eritrocito, por parte de la
célula presentadora de antigeno, esta procesa y presenta el antigeno por el complejo mayor de
histocompatibilidad (HLA) de clase II a los linfocitos-T via el receptor de linfocitos T (TCR); a
continuacion las células T auxiliares CD4+ activadas interactian con células B y promueve su
diferenciacion en células plasmaticas que generan aloanticuerpos, los cuales podran reaccionar

contra una segunda exposicion (20).

2.4. Aloinmunizacion por transfusion de globulos rojos en un estado
inflamatorio.

Los estudios en humanos y en modelos murinos han demostrado que el proceso de
aloinmunizacién contra los antigenos eritrocitarios se puede modular a través de factores
genéticos y adquiridos, aunque la relevancia de estos factores no se ha dilucidado por
completo. Las diferencias antigénicas entre los GR del donante y del receptor son un

requisito para el desencadenante inicial de la aloinmunizacién (8).
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El estado inflamatorio que caracteriza a diversas patologias crénicas ha sido planteado
como un posible factor de riesgo que incrementa la posibilidad de aloinmunizacion, esto
debido a una sobre activacion basal del sistema inmune innato y adaptativo (7). En
estados inflamatorios crénicos el incremento en las concentraciones de citoquinas
proinflamatorias promueve una exacerbada respuesta inmunitaria, lo que podria
favorecer la formacion de Alo-Ac o respuestas inmunoldgicas robustas cuando el

paciente ya tiene antecedentes de aloinmunizacion (21).

En modelos animales se ha observado que el estado inflamatorio puede modificar un
estado “no respondedor” a uno “respondedor” frente a transfusiones. También se ha
planteado que la exposicidon previa a estructuras analogas a Ag eritrocitarios puede

predisponer a la respuesta inmunoldgica frente a GR alogénicos (8).
Los modelos desarrollados son:

e Ratones mHEL: Estos son ratones transgénicos que expresan un transgén para
una forma unida a membrana de la proteina lisozima de clara de huevo de gallina
(mHEL del inglés membrane bound hen egg lysozyme).Al la cual se expresa en
eritrocitos, leucocitos, plaquetas y tejidos generando una respuesta inmunoldgica

ante su transfusién (22).

e Ratones HOD: Estos ratones expresan una proteina de triple fusidn restringida
a los globulos rojos codificadas por tres transgenes: lisozima de clara de huevo
de gallina (HEL), ovoalbimina (OVA) y el grupo sanguineo humano Duffy, ), la
gue permite el uso de diversas herramientas de caracter que dirige s expresiéon

exclusivamente en GRs (22).

e Ratones hGPA: Este modelo transgénico expresa clones cromosomales
artificiales de bacterias, las cuales contienen regiones promotoras para el gen

hGPA (glicoforina A humana) gatillando hiperreactividad eritrocitaria (22).

En estos modelos murinos, se ha demostrado que ciertos estimulos proinflamatorios
favorecen la aloinmunizacién, muy probablemente debido al consumo adicional de

gldbulos rojos transfundidos por las células dendriticas (DC) esplénicas y hepaticas, que
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son potentes inductores de aloinmunizacion (8), (22). La observacion reciente de que
una reaccion febril previa a la transfusion se asocia con un mayor riesgo de
aloinmunizacién respalda aun mas el papel de la inflamacién como un factor que
promueve la aloinmunizacién (18). Lo anterior sugiere fuertemente que en contextos en
los que la inflamacién crénica contribuye a la fisiopatologia de una determinada

enfermedad, el riesgo a sufrir aloinmunizacién aumenta.

Dentro de las condiciones patoldgicas en las que se ha descrito inflamacion crénica tejido

especifica y sistémica se encuentra la Distrofia muscular de Duchenne.

2.5. Distrofia muscular de Duchenne (DMD)

La DMD es una miopatia hereditaria que se clasifica dentro del espectro de
“enfermedades raras” o poco frecuentes. La DMD es la miopatia hereditaria humana mas
prevalente y el tipo mas devastador de distrofia muscular. Sus signos clinicos incluyen
mialgia, hipotonia, hipotrofia, pérdida de masa muscular y pérdida temprana de
movilidad independiente (23). La DMD es causada por mutaciones recesivas ligadas al
cromosoma X en el gen que codifica a la distrofina, una proteina que proporciona
estabilidad estructural e integridad a la membrana de las miofibras o sarcolema (23).
Las mutaciones en distrofina causan ausencia de esta proteina, comprometiendo la
integridad del sarcolema durante el proceso contractil, lo que favorece la infiltracion
masiva de células inmunitarias y la consecuente inflamacion croénica (figura 5), necrosis
y degeneracion muscular severa (24). Aunque las mutaciones de distrofina representan
la principal causa de DMD, son los procesos secundarios que involucran inflamacién
cronica los que probablemente exacerban los signos clinicos de la enfermedad vy
contribuyen a la atrofia muscular (24), (22). Hasta la fecha no existen reportes que
demuestren si esta condicion predispone a los pacientes con DMD a un mayor o menor
riesgo de aloinmunizacion por transfusiones sanguineas de gldbulos rojos, por lo que es

un punto de potencial relevancia en el area de la medicina transfusional.
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Figura 5: Esquema del rol de la inflamacion crénica en los signos clinicos de la Distrofia
muscular de Duchenne: La imagen de la izquierda muestra que, en condiciones normales, las
fibras musculares esqueléticas cuentan con la proteina distrofina expresada en el sarcolema la
cual conecta el citoesqueleto de la fibra con la matriz extracelular y “protege” el sarcolema de las
“microlesiones” gatilladas por el proceso contractil. Por lo tanto, las cascadas inflamatorias que se
gatillan por estas lesiones (mediadas por el factor nuclear NF-kB) se resuelven sin dificultad. La
imagen de la derecha muestra que, en el contexto de la distrofia muscular de Duchenne, las fibras
musculares esqueléticas carecen de distrofina por lo que las “microlesiones” gatilladas por el
proceso contractil se perpetuan, haciendo que las cascadas inflamatorias que se gatillan en

respuesta a las lesiones (mediadas por el factor nuclear NF-kB) no se puedan resolver,
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conduciendo a un estado inflamatorio créonico en el musculo esquelético.
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Con esto en mente, el objetivo del presente trabajo de tesis fue responder si es que en
el contexto inflamatorio crénico que contribuye a la atrofia muscular progresiva en la
DMD aumenta el riesgo de aloinmunizacion. Para abordar esta pregunta de investigacion
utilizamos ratones mdxcv4, modelo murino de la DMD como sujeto experimental y su
contraparte silvestre (wildtype, WT) como control, los cuales fueron sometidos a
transfusion de gldobulos rojos desde un ratéon donante sano de la cepa C57BL/6 para

evaluar el riesgo a aloinmunizacion.
La pregunta de investigacion que se abordé a lo largo de este trabajo de tesis fue:

éLa inflamaciéon crénica aumenta el riesgo de aloinmunizacion en ratones

mdxcv4, modelo murino de Distrofia Muscular de Duchenne?
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3. HIPOTESIS

“El estado inflamatorio crénico favorece la aloinmunizacion luego de la transfusion de

gldbulos rojos en ratones mdxcv4, modelo murino de Distrofia Muscular de Duchenne”.

4. OBJETIVO GENERAL (OG)

Evaluar la relacién entre marcadores inflamatorios y el riesgo de aloinmunizacién por
transfusion de glébulos envejecidos rojos en ratones mdxcv4, modelo murino de

Distrofia muscular de Duchenne.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS (OE)

OE1l. Comparar los niveles de la citoquina proinflamatoria IL6 y de la citoquina
antiinflamatoria IL10 en el plasma de ratones mdxcv4 y su contraparte wild type (WT)

sometidos a transfusién de gldbulos rojos envejecidos.

OE2. Estimar la razén de linfocitos-T efectores/regulatorios presentes en el plasma de
ratones mdxcv4 y su contraparte WT sometidos a transfusion de globulos rojos

envejecidos.

OE3. Evaluar la produccién de aloanticuerpos en el plasma de ratones mdxcv4 y su

contraparte WT sometidos a transfusion de globulos rojos envejecidos.

OE4. Evaluar la existencia de hemolisis en muestras plasmaticas de ratones mdxcv4 y

su contraparte WT sometidos a transfusion de glébulos rojos envejecidos.

OE5. Comparar caracteristicas morfoldgicas y porcentaje de esplenomegalia en ratones

mdxcv4 sometidos a transfusion de glébulos rojos.
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6. METODOLOGIA

6.1. Metodologia general:

Para el desarrollo de los objetivos planteados en esta tesis se utilizaron ratones mdxcv4
modelo murino de Distrofia Muscular de Duchenne (cepa C57BL/6 mdx4cv) y sus
hermanos de camada silvestre (WT wildtype) y heterocigotos (HTZ) como control. Este
corresponde a un ratdon transgénico que expresa una mutacién en el gen DMD que
codifica para la proteina distrofina. Los ratones mdxcv4 se encuentran entre los modelos
de ratones DMD mas utilizados (43). Los ratones mdxcv4 homocigotos para la mutacion
suprimen la expresion de la proteina y exhiben signos claros de distrofia muscular a
partir de los 2 meses de edad; los ratones heterocigotos para la mutacion expresan un
fenotipo menos severo (25). Se utilizaron animales de al menos 2 meses, edad a la cual

los animales ya expresan signos de distrofia e inflamacion musculo esquelético (25).

Los ratones donantes fueron machos sanos de la cepa (C57BL/6) de entre 2-6 meses de
edad. Los animales fueron mantenidos en el bioterio institucional de la Facultad de
Ciencias de la Universidad de Valparaiso en racks ventilados, cajas con un numero
maximo de 4 animales cada una, agua y comida ad libitum, temperatura de 22+/-1° C
y ciclos constantes de luz/oscuridad de 12/12 horas. Los protocolos utilizados en esta
investigacion fueron evaluados y aprobados por el Comité institucional para el cuidado
de animales de laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Ciencias de la UV (Acta de
Aprobacién CBC-38/2022).

Los ratones fueron transfundidos dos veces con 150 ul de glébulos rojos diluidos en 500
pl de solucidén salina tamponada (PBS 1X, 137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 10 mM Na2HPO4,
and 1.8 mM KH2PO, pH 7.4) a través de la vena lateral de la cola. El intervalo entre
transfusiones fue de una semana. Finalmente, al término de la segunda semana se
extrajo sangre de los ratones transfundidos por puncidn cardiaca para la medicion de los

parametros mencionados en los objetivos especificos
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6.2. Diseiio experimental:

Los ratones donantes de sangre se anestesiaron con isoflurano 3% y luego se extrajo
mediante puncion cardiaca aproximadamente 1ml de sangre total (se utilizd como
anticoagulante CPD, Citrato, Fosfato dextrosa), la cual fue centrifugada a 3500 rpm por
5 minutos. Luego se retird todo el plasma y el concentrado de gldobulos rojos fue lavado
una vez con PBS para retirar los leucocitos y plaquetas que pudieran quedar. La
centrifugacion de lavado de GR consistido en mezclar PBS con los GR y luego centrifugar
a 2000 rpm por 2 min, luego se retird el sobrenadante y los GR restantes se conservaron

con SAGM (solucion salina-adenina-glucosa-manitol) hasta por 42 dias a 4°C.

Cabe sefalar que para, mantener la esterilidad, los mesones fueron limpiados con cloro
0,5 % vy alcohol 70%. La zona donde se realizd la puncidn cardiaca fue desinfectada con

alcohol 70% previo al procedimiento.

El acto transfusional también se llevd a cabo con los ratones receptores anestesiados

con isoflurano 3%, administrado por una camara de anestesia.

Los ratones receptores de transfusion fueron machos o hembras (HTZ) de entre 2-6
meses de edad, segun la disponibilidad de ratones de la cepa modelo en estudio. Una
vez anestesiados, se inmovilizaron con un tubo cilindrico hasta la visualizacion de la vena
lateral de la cola, previa aplicacion de compresas tibias. Una vez ubicada la vena de la
cola, se transfundi6 en forma lenta con jeringas de tuberculina 150 pl de sangre diluida
con 500 pl de PBS.

Una vez realizada la transfusién, los ratones se devolvieron a su caja hasta que se

despertaron completamente.

Este acto transfusional se repitié una semana después para luego, al término de la
segunda semana, realizar extraccidon de sangre de aproximadamente 1 mL de todos los
ratones transfundidos y no transfundidos mediante puncién cardiaca. La sangre extraida
fue conservada en tubos pediatricos con anticoagulante EDTA para los analisis

presentados en los objetivos especificos (26) (28).
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Los grupos experimentales utilizados en esta Tesis, correspondientes a los ratones

receptores de transfusién, fueron seis:

e WT de 2 meses de edad sin transfusion

e mdxcv4 heterocigotos (HTZ) de 2 meses de edad sin transfusion

e mdxcv4 homocigotos (HMZ) de 2 meses de edad sin transfusién

e WT de 2 meses de edad transfundidos con GR leucorreducidos.

e mdxcv4 HTZ de 2 meses de edad transfundidos con GR leucorreducidos.
e mdxcv4 HMZ de 2 meses de edad transfundidos con GR leucorreducidos.

La figura 6 esquematiza el disefio experimental aplicado en este estudio.

Diseiio
experimental

Yy w § w [

MEDICION DE PARAMETROS l
WTy HTZ @ v
* Proinflamatorias IL6 -
* Antiinflamatorias IL10
mdxcv4 b
Linfocitos T efectores - @ ]
(CD4+/CDS6+)
« Linfocitos T reguladores | T A
(CD4+/Foxp3+) ‘“ WTy HZT 2

AL

* Deteccion de aloanticuerpos.
mdxcv4

* Medicién de hemolisis.

Figura 6: Esquema del diseifio experimental: Se extrajo sangre por puncién cardiaca a partir
de ratones donantes, los GR fueron concentrados, lavados para Leucorreduccién y almacenados a
4°C hasta su uso, por hasta 42 dias. Los ratones receptores de los distintos grupos experimentales

fueron transfundidos 2 veces por la vena lateral de la cola (transfusiones separadas por una
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semana) luego se extrajo de ellos sangre por puncidn cardiaca para aislar plasma. Los ratones

fueron sacrificados por decapitacion y se extrajo de ellos el bazo para estudios histoldgicos.

6.3. ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) para la detecciéon de IL6 y
IL10 (OE1).

Para abordar el objetivo 1 se utilizé un ensayo de inmuno-absorcién ligada a enzimas
(ELISA) para la medicion cuantitativa de marcadores proinflamatorios y antinflamatorios
de los ratones en el plasma, utilizando un kit comercial (IL-6 Mouse ELISA Kit -
Invitrogen (thermofisher.com) IL-10 Mouse ELISA Kit - Invitrogen (thermofisher.com) y
siguiendo las instrucciones de los fabricantes. Brevemente, en este ensayo se emplearon
pocillos que estaban recubierto anticuerpos especificos para los marcadores de interés
(IL-6 y IL-10) en una placa de 96 pocillos. Los estandares y las muestras se pipetearon
en los pocillos y el marcador presente en una muestra se unié a los pocillos mediante el
anticuerpo inmovilizado. Los pocillos se lavaron y se afiadio el anticuerpo dirigido contra
el marcador de interés, conjugado a biotina. Después de lavar el anticuerpo biotinilado
no unido se agregd estreptavidina conjugada con peroxidasa de rabano (HRP) a los
pocillos. Los pocillos se lavaron de nuevo y un sustrato de la HRP (TMB) se anadio a los
pocillos y se desarrollé un producto coloreado de la reaccién, en proporcién a la cantidad
del marcador unido. Se detuvo la reacciéon con una solucidn “stop” y la soluciéon cambié
el color de azul a amarillo; se midié absorbancia a 450 nm, la cual fue proporcional a la
concentracion del marcador de interés en la muestra. Se confecciond la curva de
calibracion realizando 7 diluciones del vial estdndar que contiene el Kit Thermo Fisher

para cada marcador de interés (Anexo 1).
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6.4. Citometria de flujo para la deteccion de poblaciones de linfocitos T
efectores (CD4+/CD86+) y linfocitos T reguladores (CD4+/Foxp3+) (OE2).

Para abordar el objetivo 2, se cuantifico las cantidades relativas de linfocitos T efectores
y T reguladores (razén T efector/T regulador) en el plasma de ratones mdxcv4 Y WT
mediante citometria de flujo (BD Accuri C6), tal como se describe a continuacion. Los
linfocitos presentes en el plasma fueron “rescatados” previa centrifugacion a 300 rpm
por 5 min. Se lavaron las células y se ajustd la suspension celular a una concentracion
de 1-5 x 10° células / ml en PBS frio (4°C). Las células se centrifugaron y se eliming el
sobrenadante cuidadosamente. Se anadié el anticuerpo primario y posteriormente se
incubdé durante al menos 30 minutos en la oscuridad a 4 °C. Se lavaron las células 3
veces por centrifugacion y se resuspendieron en PBS frio. La dilucién de utilizada fue a
1/1000 (0,5 en 500). Se mantuvo las células en oscuridad sobre hielo hasta la hora
programada para el analisis. Por Ultimo, se analizaron las células en el citdémetro de flujo.
Si el anticuerpo primario no estaba fusionado a un fluoréforo, se necesité un anticuerpo
secundario, repitiendo el procedimiento (Tabla 1) (27). Si la muestra no se ocup6 de
inmediato los linfocitos se fijaron en para-formaldehido (PFA) al 4% y se conservaron a
4°C hasta la correspondiente medicion. La tabla 1 describe los anticuerpos utilizados en
este ensayo. Para el marcaje de la poblacién linfocitaria se usé un anticuerpo dirigido
contra CD4 conjugado con el fluoréforo isotiocianato de Fluoresceina (FITC) (Ex 498
nm/Em 517 nm) detectable por el filtro FL1 del citbmetro, para el marcaje especifico de
los linfocitos reguladores , previamente permeabilizacion, se usé un anticuerpo dirigido
contra FOXP3 conjugado con e-Fluor 660 (Ex 633 nm/Em 669 nm) detectable por el filtro
FL4 y para el marcaje especifico de los linfocitos efectores se usé un anticuerpo dirigido
contra CD86 seguido por un anticuerpo secundario conjugado con Cyanina3 (Cy3) (Ex

554 nm/ Em 566 nm) el cual fue detectado por el filtro FL2.
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Cabe sefialar que los anticuerpos fueron elegidos ya que:

FOXP3: es un factor regulador de la transcripcién, que participa directamente en la
funcién de las células T reguladoras CD4* humanas y murinas. FOXP3 ha sido definido

I\\

por diversos autores como el “gen maestro” controlador del desarrollo y funcién de las
células reguladoras y es considerado el principal marcador molecular de esta

subpoblacion reguladora (44).

CD4: Funciona como correceptor para la activacién de células T restringidas a MHC-II,

es un marcador de diferenciacion timica para todas las células T (44).

CD86: Es una proteina expresada constitutivamente en células dendriticas, células de
Langerhans, macréfagos, células B y otras células presentadoras de antigenos. Junto
con CD80, CD86 proporciona sefiales coestimuladoras necesarias para la activaciéon y

supervivencia de las células T (45).

Marca CcD Origen Fluoréforo Antlcuerp_o Fluoréforo
Segundario
Thermofisher CD4+ Rata FITC X X
Neobiotechnologies CD86+ Conejo X Anti-conejo Cy3
. - a Anticuerpo L
Marca Anticuerpo | Origen Fluoroforo . Fluoroforo
Segundario
Thermofisher FOXP3+ Raton eFluor 660 X X

Tabla 1: Anticuerpos monoclonales utilizados para la deteccidn de linfocitos T efectores y T

reguladores murinos.
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6.5 Deteccion de aloanticuerpos en sangre murina (OE3).

Para la deteccién de aloanticuerpos se realizé un ensayo de aglutinacién en columnas de
gel (DG Gel Neutral Grifols). En primer lugar, se realizé una dilucién al 1% con PBS de
una alicuota de los gldbulos rojos que se transfundieron a los ratones. De esta dilucidn
se dispensd 50 ul en cada pocillo de gel para 17 determinaciones. Sobre cada pocillo se
dispenso 25 pl de plasma de cada ratoén, para luego incubar durante 15 minutos a 37°C
en un incubador digital para tarjetas (DG Therm). Transcurrido este tiempo se adiciond
25 pl de inmunoglobulina IgG anti-raton de conejo (DAKQO) y nuevamente se incubd
durante 15 minutos a 37°C. Terminado este tiempo, la tarjeta se centrifugd durante 10
minutos a 900rpm (DG Spin Grifols). Para la validacion de la técnica se utilizé el mismo
procedimiento con glébulos rojos humanos y antiglobulina humana, control positivo y
negativo con globulos rojos sensibilizados con IgG y no sensibilizados, respectivamente.
Finalmente se evalud por inspeccién visual la existencia y el grado de aglutinacién por
toda la columna de gel, indicador de la presencia de aloanticuerpos (8) (variable

cualitativa).

6.6. Cuantificacion de hemolisis (OE4).

Para cuantificar el porcentaje de hemdlisis se utilizd dos técnicas por separado. Por un
lado, una vez extraida la muestra de sangre total con anticoagulante EDTA, se mezcld y
se tomd una muestra con una cubeta para ser medido a través de un analizador de
hemoglobina total Hbt (CompoLab TM Fresenius kabi) utilizando un sensor
multicromatico de amplio espectro, que mide la absorbancia de la sangre completa sobre
un rango espectral amplio. Las cubetas no contienen ningun reactivo. La exactitud de la
medicién de la hemoglobina depende de la longitud de la trayectoria de la luz a través
de la muestra en el interior de la cubeta, combinada con el principio de medicion del
analizador. El sistema cuenta con una calibracion interna (realizada mediante el método
de la cianometahemoglobina, el método de referencia internacional para la cuantificacién
de hemoglobina). El resultado aparece en la pantalla con unidades g/dl. Luego se

centrifugd la muestra a 3500 rpm por 5 minutos, para tomar en otra cubeta el plasma
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que fue medido para la cuantificacion de la hemoglobina libre con el analizador
HemoCue® Plasma/Low Hb System. Este consiste en un fotdmetro y una microcubeta
disefiados especialmente para la determinacidon cuantitativa de bajas concentraciones
de hemoglobina libre HbL en muestras de plasma y suero. El principio se basa en el
Método azidametahemoglobina modificada; longitudes de onda duales (570 nm y 880

nm) para compensar la turbidez. El resultado aparece en la pantalla con unidades g/dl.

Teniendo los resultados de Hb total y Hb libre se calculd el % de hemdlisis a través de

la siguiente férmula (In vitro hemolisys assay protocol Hemocue).

Hematocrito (Hto)= HbT X 2,941

% de hemolisis= HbL x (1- Hto) x100

HbT

6.7 Analisis de los bazos mediante tincion con hematoxilina/eosina
(OE5).

Una vez extraida la sangre por puncidn cardiaca, se procedio a sacrificar a los ratones y
a retirar su bazo a través de la apertura de la pared abdominal en forma aséptica,
ubicado al lado izquierdo del ratén. Los bazos extraidos fueron pesados y posteriormente
depositados en PFA 4% y se almacenaron a 4° C hasta su procedimiento. Los bazos
fijados fueron tefiidos con la tincion de hematoxilina/eosina (H&E) para visualizacion
general de la micro-anatomia del érgano. La H&E tifie con precision los componentes
nucleares, incluidos la heterocromatina y los nucléolos de color azulado, mientras que la
eosina tifie los componentes citoplasmaticos, como el coldgeno vy las fibras elasticas, las
fibras musculares y los globulos rojos con un color rojizo. En una H&E de alta calidad,
existen diferencias sutiles en los tonos de color producidos por las tinciones,
especialmente la eosina, y esto ayuda a la deteccion e interpretacion de los cambios

morfoldgicos asociados con diversos contextos fisiopatoldgicos.
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6.8. Analisis estadistico

Se utiliz6 GraphPad Prism 9.5.1 y Microsoft Excel para realizar el analisis
estadistico de los resultados obtenidos en el estudio. Se analizd si los datos se
distribuian paramétrica o no paramétricamente, mediante una prueba de
normalidad de Shapiro-Wilk. Se realizd6 una prueba ANOVA de multiples
variables para comparar todas las condiciones experimentales y un t-student
para comparar pares de condiciones. Los datos se presentaron en graficos como

media £ SEM, considerandose como significativo un valor de p <0.05.

6.9. Consideraciones bioéticas.

Los protocolos para utilizar fueron sometidos a evaluacion por el Comité institucional
para el cuidado de animales de laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Ciencias de la
UV. (Anexo 1)

Presentado 05 de abril 2022

Aprobacién 28 de junio 2022 ACTA DE APROBACION CBC-38/2022.
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7. RESULTADOS

7.1. Produccion de citoquinas inflamatoria IL6 y antiinflamatoria IL10 en
ratones mdxcv4 sometidos a transfusion de glébulos rojos.

Para analizar si existian diferencias en el estado inflamatorio de los ratones mdxcv4
(homocigotos y heterocigotos) y los WT que fueron utilizados como receptores de
transfusion se midieron los niveles de la citoquina pro-inflamatoria IL6 y de la citoquina
anti-inflamatoria IL10. Luego de ser sometidos a dos actos transfusionales, separados
cada uno por una semana, los ratones receptores de transfusién, mdxcv4 homocigotos
para la mutacion en distrofina (HMZ), heterocigotos (HTZ) y su contraparte wildtype
(WT) fueron sometidos a extraccion de sangre por puncion cardiaca y sacrificados por

decapitacién. La sangre fue centrifugada para la separacién de glébulos rojos y plasma.

La figura 7A muestra la concentracién promedio de IL6 en el plasma de los ratones
transfundidos o sin transfundir. Tal como se observa en la grafica, no se observaron
diferencias significativas entre los grupos experimentales. Particularmente, y en contra
de lo que se esperaba por los antecedentes previamente reportados (29)(31), los
ratones mdxcv4 HMZ sin transfundir no mostraron diferencias con los ratones WT en los
niveles de IL6 plasmatica, ni antes ni después de las transfusiones (Figura 7A).
Interesantemente, los ratones HTZ-para la mutacién en distrofina que fueron
transfundidos mostraron un aumento evidente (aunque no estadisticamente
significativo) en los niveles de IL6 en comparacion con los ratones WT transfundidos y

sin transfundir (Figura 7A).

La figura 7B muestra la concentracion promedio de IL10 en el plasma de los ratones
transfundidos o sin transfundir. Tal como se observa en la grafica, no se observaron
diferencias significativas entre los grupos experimentales para esta citoquina anti-
inflamatoria. No obstante, es importante notar que los ratones HMZ mostraron niveles
menores de IL10 en comparacién a los WT antes de la transfusion. La transfusion
aumentd los niveles plasmaticos de IL10 tanto en los ratones WT como en los HMZ

(Figura 7B), aunque las diferencias no fueron estadisticamente significativas.
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Figura 7. Efecto de la transfusion de globulos rojos sobre los niveles de IL6 e IL10 en
plasma de ratones mdxcv4, modelo de DMD: Luego de dos actos transfusionales separados
por una semana, los ratones mdxcv4 homocigotos (HMZ), heterocigotos (HTZ) y su contraparte
wildtype (WT) fueron sometidos a extraccion de sangre por puncion cardiaca y sacrificados por
decapitacion. La sangre fue centrifugada para la separaciéon de glébulos rojos y plasma. (A) Los
niveles de IL 6 y de (B) IL10 fueron cuantificados mediante ELISA. La absorbancia de los productos
de la reaccién colorimétrica fue medida a 450 nm en un lector de placas. Los resultados muestran
la concentracién promedio de IL6 (A) e IL10 (B). Los resultados se muestran como el promedio +
SEM. Los datos se distribuyeron paramétricamente y se analizaron con el test ANOVA. Los datos
no mostraron diferencias estadisticas (p=0,1750). N= 2 WT-ST (WT sin transfundir), 5 WT-T (WT
transfundidos), 1 HTZ-ST (HTZ sin transfundir), 3 HTZ T (HTZ transfundidos), 2 HMZ ST (HMZ sin
transfundir), 4 HMZ T (HMZ transfundidos).
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7.2. Estimacion de la razén de linfocitos-T efectores/reguladores en ratones
mdxcv4 sometidos a transfusion de glébulos rojos.

Para estimar diferencias en la respuesta inmunoldgica a la transfusion entre los ratones
mdxcv4 (homocigotos y heterocigotos) y WT se intentd cuantificar la poblacion de
linfocitos T-efectores y de los linfocitos T-reguladores desde la sangre de los ratones
sometidos a transfusidon. Paralelamente, se extrajo sangre de un ratén WT sin
transfusion (que no formaba parte de los grupos experimentales del estudio) como
control. La sangre extraida por puncion cardiaca fue sometida a centrifugacién para
aislar la fase enriquecida en células blancas, la cual fue resuspendida en PBS, fijada en
PFA 4% y analizada para la expresién de marcadores de las poblaciones linfocitarias de
interés. Especificamente, se utilizd anticuerpos contra CD4 para el marcaje de linfocitos
T, CD86, para el marcaje de linfocitos efectores y FOXP3 para el marcaje de linfocitos
reguladores. Las células CD4+/CD86+ se identificaron como linfocitos T-efectores y las
células CD4+/FOXP3+ se identificaron como linfocitos T-reguladores. Debido a que en
el proceso de centrifugacion se rescataron muy pocas células linfocitarias, no fue posible
realizar este analisis para las muestras de todos los animales usados en el estudio. La
figura 8 muestra graficas representativas de los perfiles celulares que pudieron ser
analizados, a partir de: la muestra del ratén WT control sin transfundir (8A), una muestra
de uno de los ratones del grupo experimental WT transfundido (8B) y una muestra de
uno de los ratones del grupo experimental mdxcv4 (HMZ) transfundido (8C). En la
muestra del raton WT sin transfundir aproximadamente un 42% de las células
correspondian a linfocitos murinos (Figura 8A, arriba). La mayoria de estas células
presentd marcaje positivo para CD86+/Foxp3+ (poblacion Q2), pero esto no representa
una célula en particular sino se superponen los marcadores por problemas en la
compensacion fluorescente. Una pequena proporcion de estas células siendo sdlo
positivas para CD86 y negativa para Foxp3 (poblacion Q1), (Figura 7A, arriba). En la
muestra del ratén WT transfundido (Figura 7B, arriba) se observdé una poblacion
linfocitaria mucho menor que en (A), con solo un 10.6% de las células presentes en la
muestra siendo compatibles con la poblaciéon de linfocitos T. De estas células, un
porcentaje mayoritario es CD86+/Foxp3+ (Q2), pero esto no representa una célula en

particular sino se superponen los marcadores por problemas en la compensacion
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fluorescente. seguido de una poblacién CD86*/Foxp3- (Q1l) y de una poblacién (Q3)
Foxp3+/CD86 (Figura 8B, abajo). En la muestra del raton HMZ transfundido (Figura 8C,
arriba) también se observd una poblacién linfocitaria de menor proporcién que la del WT
control. De estas células, un porcentaje mayoritario fue positiva para CD86 y Foxp3+
(Q2), pero esto no representa una célula en particular sino se superponen los
marcadores por problemas en la compensacion fluorescente por la poca cantidad de
células que no pudimos ver los fluoréforo por separado, seguido de una pequefa
poblacion positiva para CD86* y negativa para Foxp3™ (Q1) y de una pequeiia poblacion
(Q3) Foxp3*/CD86" (Figura 8C, abajo).
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Figura 8. Estimacion de la poblaciéon de linfocitos Tefectores/Treguladores desde
sangre de ratones mdxcv4 sometidos a transfusion de glébulos rojos. Luego de dos actos
transfusionales separados por una semana, los ratones mdxcv4 HMZ, HTZ y los ratones WT
receptores de transfusion fueron sometidos a extraccion de sangre por puncidon cardiaca y
sacrificados por decapitacion. Paralelamente, se extrajo sangre de un raton WT sin transfusion
(que no formaba parte de los grupos experimentales del estudio) como control. La sangre fue
centrifugada para la separacién de gldbulos rojos, células blancas y plasma. La fraccidn
correspondiente a células blancas fue fijada en PFA 4% e inmunomarcada con anticuerpos
especificos contra CD4, CD86 y FOXP3. (A) En la muestra del ratén WT sin transfundir se observé
aproximadamente un 42% de “eventos” que presentaban morfologia y tamafio esperado para
linfocitos murinos (arriba). El grafico inferior muestra que la mayoria de estas células es
CD86+/Foxp3+ (Q2) pero esto no representa una célula en particular sino se superponen los
marcadores por problemas en la compensacion, pero esto no representa una célula en particular
sino se superponen los marcadores por problemas en la compensacion fluorescente. Y una
pequefia proporcion de estas células es CD86+/Foxp3- (Q1). (B) En la muestra del raton WT
transfundido (grafica superior) se observé una poblacion linfocitaria mucho menor que en (A), con
solo un 10.6% de las células presentes en la muestra exhibiendo el tamafio y la morfologia
esperada. El grafico inferior muestra que, de estas células, un porcentaje mayoritario es
CD86+/Foxp3+ (Q2) pero esto no representa una célula en particular sino se superponen los
marcadores por problemas en la compensacion, seguido de una pequefia poblacion CD86*/Foxp3-
(Q1) y de una pequefia poblaciéon Foxp3*/CD86 (Q3) (C) En la muestra del raton HMZ
transfundido (grafica superior) se observé una poblacién linfocitaria similar a la de la muestra en
(B). El grafico inferior muestra que, de estas células, un porcentaje mayoritario es CD86+/Foxp3+
(Q2) pero esto no representa una célula en particular sino se superponen los marcadores por
problemas en la compensacion, seguido de una pequefia poblacion CD86*/Foxp3- (Q1) y de una
pequeia poblaciéon Foxp3+/CD86" (Q3).
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7.3. Estimacion de la generacion de aloanticuerpos en ratones mdxcv4
sometidos a transfusion de glébulos rojos.

Para evaluar la presencia de aloanticuerpos, como un indicador de aloinmunizacion, en
ratones sometidos a transfusion de glébulos rojos se utilizé un ensayo de aglutinacion
en columna en gel. Se incubd el plasma de cada ratdn de los grupos experimentales
del estudio con alicuotas de los mismos glébulos rojos que le fueron (o no)
transfundidos, con el fin de evidenciar si existian anticuerpos de tipo IgG capaces de
reaccionar con los antigenos de dichos globulos rojos. De existir aloanticuerpos en las
muestras estudiadas, estas debieron aglutinarse, formando agregados incapaces de
atravesar el gel, quedando retenidos a lo largo de la columna. Si no existian los
aloanticuerpos en las muestras, estas serian capaces de atravesar facilmente el gel
llegando al fondo de la columna. Como se observa en la figura 9 no se evidencio
aglutinacién para ninguna de las muestras analizadas, lo que sugiere que las dos
transfusiones que recibieron los ratones WT, HTZ y HMZ no fueron una sefial suficiente

para generar aloanticuerpos contra los glébulos rojos del ratéon donante.

CONTROLES MUESTRAS

Figura 9. Efecto de la transfusion de globulos rojos sobre la generacion de
aloanticuerpos en plasma de ratones mdxcv4, modelo de DMD: Luego de dos transfusiones
separadas cada una por un tramo de una semana, los ratones HMZ, HTZ y WT receptores de
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transfusion fueron sometidos a extraccién de sangre por puncion cardiaca y sacrificados por
decapitacién. La sangre fue centrifugada para separar glébulos rojos de plasma. El plasma se
incubd con alicuotas de los mismos glébulos rojos que fueron transfundidos y luego fueron
“sembrados” en una columna en gel cebada con inmunoglobulina de ratén. Las muestras en las
que existian aloanticuerpos formaron agregados incapaces de atravesar el gel, quedando
retenidos a lo largo de la columna. Si no se formaron aloanticuerpos, la muestra eluyd sin
dificultad, quedando al final del tubo de la columna en gel. Para validar la técnica se realizaron
controles (lado izquierdo) positivo y negativo con gldobulos rojos humanos y antiglobulina
humana. En la imagen, desde la cuarta columna hacia la derecha se identifican los diferentes
grupos experimentales. No se evidencié aglutinacidon (aloanticuerpos) para ninguna de las
condiciones experimentales. N= 2 WT-ST (WT sin transfundir), 5 WT-T (WT transfundidos), 1
HTZ-ST (HTZ sin transfundir), 3 HTZ T (HTZ transfundidos), 2 HMZ ST (HMZ sin transfundir), 4
HMZ T (HMZ transfundidos).

7.4. Estimacion de hemolisis en ratones mdxcv4 sometidos a transfusion de
glébulos rojos.

La hemolisis es la destruccion de glébulos rojos, la cual conlleva a la liberacién de su
contenido, incluyendo hemoglobina. La presencia de aloanticuerpos que reconocen
antigenos en la superficie de los globulos rojos, puede gatillar una reaccion de
reconocimiento antigeno/anticuerpo, conduciendo a la destruccion de los glébulos rojos
con anticuerpos adheridos en su superficie, al pasar por el bazo (20). Para evaluar si en
respuesta a la transfusion los glébulos rojos del modelo de DMD exhiben hemodlisis, se
midio la liberacion de hemoglobina desde los globulos rojos de los ratones sometidos a
los actos transfusionales. La concentracion de hemoglobina liberada se midié a través
de dos analizadores: CompolLab TM para medir la hemoglobina total (HbT) vy
HemoCue® Plasma/Low Hb System para obtener la hemoglobina libre (HbL). A partir de

estos datos se calculd el porcentaje de hemdlisis aplicando la siguiente férmula:
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Hematocrito (Hto)= HbT X 2,941

% de hemolisis= HbL x (1- Hto) x100

HbT

Tal como se muestra en la figura 10 no se observaron diferencias significativas en el
porcentaje de hemodlisis promedio entre ninguna de las condiciones experimentales. Los
ratones HTZ sin transfundir mostraron una tendencia a un mayor porcentaje de hemolisis
gue los ratones WT sin transfundir. Contra lo esperado, la transfusién no indujo hemolisis

en ninguno de los grupos experimentales (Figura 10).
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Figura 10. Efecto de la transfusién de gldbulos rojos sobre el porcentaje de hemélisis en
el plasma de ratones mdxcv4, modelo de DMD: Luego de dos semanas de la primera
transfusion, los ratones fueron sometidos a extraccién de sangre por puncion cardiaca y se separé
el plasma de los glébulos rojos mediante centrifugacién. El plasma fue procesado para la medicion
de hemoglobina total (HbT) utilizando un analizador CompoLab TM, y de hemoglobina libre
utilizando un analizador HemoCue® Plasma/Low Hb System. El porcentaje de hemolisis se calculo
con la férmula % de hemdlisis= HbL x (1- Hto) x100 /HbT, donde Hto(hematocrito)= HbT X 2,941.
N= 2 WT-ST (WT sin transfundir), 5 WT-T (WT transfundidos), 1 HTZ-ST (HTZ sin transfundir), 3
HTZ T (HTZ transfundidos), 2 HMZ ST (HMZ sin transfundir), 4 HMZ T (HMZ transfundidos).
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7.5. Caracteristicas morfoldgicas y porcentaje de esplenomegalia en ratones
mdxcv4 sometidos a transfusion de glébulos rojos.

Finalmente, se realizé6 un andlisis de los bazos, para evaluar posibles signos de una
respuesta inmune desbalanceada y/o destruccién de globulos rojos en los ratones
transfundidos. Luego de la extraccién de sangre por puncion cardiaca, los ratones fueron
sacrificados. Se limpid con alcohol la zona abdominal y se extrajo el bazo en condiciones
de asepsia. Los bazos aislados fueron pesados, para analizar el grado de esplenomegalia
(aumento del volumen del bazo, indicativo de una respuesta inmune exacerbada).
Posteriormente los bazos fueron fijados con PFA al 4% vy tefiidos con la tincion de

hematoxilina/eosina (H&E) para un analisis microscépico de la estructura del tejido.

La figura 11 muestra el porcentaje de esplenomegalia de los ratones en comparacion a
los ratones WT sin transfundir. Todas las condiciones analizadas muestran un aumento
cercano al 35% de la masa del bazo respecto a la condicion control (Figura 11). Los
bazos WT transfundidos, asi como los bazos de los ratones mdxcv4 modelo de DMD
(transfundidos y sin transfundir) mostraron un mayor porcentaje de esplenomegalia que
los ratones WT que no fueron sometidos a transfusiéon. Lamentablemente, no fue posible
cuantificar el bazo de ratones HMZ sin transfundir, ya que, se priorizd que esto pocos

ratones fueran transfundidos para aumentar el nimero de HMZ Transfundidos.
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Figura 11. Porcentaje de esplenomegalia de ratones WT y mdxcv4 modelo de DMD: Los
bazos de ratones WT y mdxcv4 HTZ y HMZ transfundidos o sin transfundir fueron extraidos
mediante incisién en la zona abdominal y pesados como un indicador de su masa y volumen. Se
calculd un porcentaje de esplenomegalia, normalizando el peso de los bazos por el peso del bazo
del ratén WT sin transfundir y multiplicando x100%. Lo bazos obtenidos fueron N= 1 ratones
WTST, 4 ratones WTT (WT transfundidos), 1 ratones HTZST, 2 ratones HTZT, 0 ratones HMZ ST,
2 ratones HMZ T (HMZ transfundidos). Las barras representan el promedio 37,00 £ 11,39 %

(*p=0,0117), observados significancia en el porcentaje de esplenomegalia con respecto a los WT
ST.
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Los bazos luego de ser pesados fueron fijados, tefiidos con H&E y visualizados por
microscopia de campo claro. En un anélisis preliminar se visualizé el bazo de un ratén
WTST, un ratéon HTZT y un ratén HMZT (Figura 12). El bazo WTST exhibié una capsula
conectiva contenida por una estructura vascular, evidente pulpa blanca y pulpa roja
(Figura 12A). Cabe mencionar que la pulpa blanca del bazo es una estructura constituida
por una vaina linfoide periarteriolar y un nddulo linfoide secundario excéntricamente
ubicado (32). En la pulpa roja del bazo WTST se pueden distinguir espacios vasculares
irregulares, al parecer de senos venosos y los cordones de Billroth mas normales. En la
pulpa blanca se observan linfocitos sin presencia de polimorfonucleares. En el bazo de
los ratones HTZ y HMZ transfundido se evidencioé las mismas estructuras que en WT ST,
aunque destaca una pulpa roja mas amplia con igual distribucion de linfocitos y sin

presencia de polimorfonucleares (Figura 12B-C).

HTZT 20X C HMZT 20X
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Figura 12. Comparacion histoldgica del bazo de ratones WT y mdxcv4 HTZ y HMZ, modelo
de DMD: Los bazos fueron extraidos desde la cavidad abdominal, limpiados con PBS, fijados con
PFA 4% vy tenidos con la tincidon de H&E. (A) En el bazo WTST se observa una capsula conectiva
contenida por una estructura vascular, evidente pulpa blanca (flecha blanca) y pulpa roja (Flecha
roja). En la pulpa roja se pueden distinguir espacios vasculares irregulares. En la pulpa blanca se
observan linfocitos sin presencia de polimorfonucleares. (B-C) En el bazo de los ratones HTZT (B)
y HMZT (C) se evidencian las mismas estructuras que en WT ST, aunque destaca una pulpa roja
mas amplia, con igual distribucion de linfocitos y sin presencia de polimorfonucleares en la pulpa

blanca. Barra de escala=100 um.
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8. DISCUSION.

En medicina transfusional el acto de transfusién de componentes sanguineos esta
fundamentado en la recuperacion de las funciones y cantidad de elementos sanguineos
perdidos por el paciente, con el fin Unico de recuperar su condicion de salud. Sin
embargo, este tratamiento terapéutico no esta exento de problemas que pueden gatillar
una reaccion adversa en respuesta a los componentes a los cuales esta siendo sometido.
Estas reacciones dependen, en parte, de las caracteristicas de los componentes
sanguineos que estan siendo transfundidos, aunque hasta la fecha no se ha descrito un
Unico patron que pueda explicar la produccién de anticuerpos en respuesta a la

exposicién de un antigeno distinto a los propios.

La respuesta gatillada frente a antigenos ajenos es conocida como aloinmunizacién. Se
ha demostrado que, en contextos inflamatorios, en los que la respuesta inmune de un
receptor se encuentra desbalanceada, existe mayor riesgo de sufrir aloinmunizacion en

respuesta a un acto transfusional (8).

Con esto en consideracion, el objetivo de este trabajo de Tesis fue investigar si es que,
en el contexto patoldgico de una inflamacion crénica, el riesgo de aloinmunizacion
aumenta. Especificamente se evalué en un modelo murino de Distrofia muscular de
Duchenne (DMD), una miopatia hereditaria que cursa con inflamacién cronica (24), si es
que existia mayor probabilidad de aloinmunizacién en respuesta a la transfusidon de

globulos rojos.

A diferencia de otros estudios previos en ratones, en los que se indujo inflamacion
mediante modelos de infeccidon bacteriana para evaluar aloinmunizacion (8), en esta
tesis se evaluo si es que la inflamacidn cronica en el contexto de la DMD constituia un
factor de riesgo de aloinmunizacidén. Esto ultimo debido a que es menos probable que en
ratones singénicos (con el mismo background genético) ocurran reacciones de
aloinmunizacion. En este estudio, se analizd la expresion de aloanticuerpos contra
potenciales antigenos eritrocitarios que pudieran aparecer debido al dafio que se produce

por el almacenamiento de los gldbulos rojos, el cual ha sido descrito que puede generar
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alteraciones en la membrana superficial del globulo rojo almacenado, exponiendo

“neoantigenos” (33).

Dadas las condiciones experimentales en las que se desarrolld este estudio, el riesgo de
una reaccion adversa a la transfusion fue minimo. No obstante, los ratones mdxcv4
modelo de DMD presentan una inflamacion créonica musculoesquelética y sistémica
significativa, segun los antecedentes previamente reportados (34), por lo que era
factible esperar un aumento en el riesgo a la aloinmunizacién. Sin embargo, la colonia
de ratones mdxcv4 con la que se llevd a cabo esta tesis no presentd signos de
inflamacion sistémica, no observandose diferencias significativas en los niveles
plasmaticos de la citoquina proinflamatoria IL6, ni en los niveles plasmaticos de la

citoquina antinflamatoria IL10 en comparacién a los ratones WT control (Figura 7).

Aunque los ratones mdxcv4 HTZ o HMZ mutantes de distrofina no evidenciaron signos
de inflamacién sistémica dependiente de IL6 en este estudio, existe evidencia de que
IL6 esta aumentada en el contexto de la DMD y que, segun lo reportado por Pelosi y
colaboradores (2015), la inhibiciéon de IL-6 en ratones mdx, tiene un efecto beneficioso

en los signos de distrofia (46).

Una posibilidad es que otras interleuquinas proinflamatorias o antiinflamatorias se vean
afectadas en el modelo murino de DMD.En este sentido hay estudios que demuestran
que existe un aumento de IL-18 en los musculos y en el suero de individuos con DMD,
respaldando la hipotesis de que esta citocina contribuye a la inflamacion en esta distrofia
(46).

La interleucina-17, una clase de citocinas proinflamatorias producidas por células T
también parece aumentar en el contexto de la DMD. El estudio de Pasquale y
colaboradores (2012) demostré que los musculos de pacientes distroficos tienen altos
niveles de ARNm y de proteina de IL-17, mientras que, en musculos de individuos

saludables esta citoquina es indetectable(47).

Otro componente importante en el proceso inflamatorio es el TNF-a, una citocina
proinflamatoria que gatilla y estimula la respuesta inmune durante procesos

inflamatorios agudos y cronicos. En tejido muscular se ha demostrado que TNFa
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aumenta en respuesta a microlesiones musculares, siendo liberado por neutroéfilos,
macrdéfagos y linfocitos que se acumulan rapidamente en el sitio de la lesién (47). Se ha
demostrado que las concentraciones séricas de TNF-a aumentan notablemente en el
modelo mdx en comparacién con ratones control, y también en pacientes con DMD, en
los que la concentracion de TNF-a se sugiere como un posible “marcador de gravedad”
de la enfermedad (48)

En el presente estudio, no se evidenciaron diferencias en el perfil de citoquinas IL6/IL10
en respuesta a dos actos transfusionales. Una posibilidad cierta es que los glébulos rojos
utilizados para la transfusion no presentaron la inmunogenicidad necesaria como para
producir una respuesta inmune. En estudios previos, en los que se evalud el efecto de
la inflamacién sobre el riesgo a aloinmunizacién en ratones, esto se realizé en ratones
inducidos con lipopolisacaridos (LPS) bacterianos (8) o con poli: I:C (8) un par de horas
antes de la transfusion, “obligando” al sistema inmunoldgico de los ratones a gatillar una
cascada inflamatoria aguda; en tales casos la probabilidad de aloinmunizacién aumenté
de manera significativa (8)(35)(36).

La inflamacion es frecuentemente un elemento clave en la progresion de diversas
patologias. Una cascada inflamatoria ampliamente reconocida es aquella mediada por el
factor nuclear NF-kB, la cual puede dar lugar a la sobre expresion de diversos
mediadores moleculares de la inflamacién como son el inflamasoma NLRP3 vy los
efectores de sus sefializaciones incluyendo caspasa-1, y las citoquinas proinflamatorias
IL1b e IL18 (11). En el contexto de la DMD, la inflamacién crénica sistémica vy
musculoesquelética involucra un aumento en la expresién de NLRP3 (24) (37), por lo
gue es probable que sea esta una via mas relevante que pudiera contribuir a un mayor
riesgo a aloinmunizacion. En este sentido, es necesario evaluar si hay cambios en la
expresion de estos mediadores en respuesta a la transfusion en ratones mdxcv4, antes
de descartar aloinmunizacién. De todos modos, es importante notar que algunos
estudios sugieren que el inflamasoma NLRP3 no es imprescindible para que ocurra el
proceso de aloinmunizacion en respuesta a la transfusién de glébulos rojos en ratones
(38).
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La ausencia de un “contexto inflamatorio de base” en los ratones mdxcv4, impidid
evaluar si es que realmente la inflamacidon crénica en la DMD aumenta el riesgo a
aloinmunizacién. De hecho, no fue posible evidenciar formacién de aloanticuerpos en el
plasma de los ratones transfundidos (Figura 9) mediante la técnica de aglutinacion.
Segun reportes previos, durante la segunda semana de haber recibido la primera
transfusion, los ratones debieron exhibir “sensibilizacién” (8), mostrando una respuesta
inflamatoria evidente en respuesta a la segunda transfusion. Esto no ocurrié y una
posibilidad es que los globulos rojos transfundidos no presentaban antigenos
inmunogénicos o que la cantidad de gldbulos rojos transfundidos fue insuficiente para
gatillar esta respuesta. De hecho, tampoco se observo evidencia de hemdlisis en ninguna
de las muestras analizadas (Figura 10), lo cual es congruente con la nula generacién de

aloanticuerpos en las condiciones en las que se desarrolld este estudio.

Para analizar si la transfusién tenia algun impacto en la activacién del sistema inmune
en los ratones mdxcv4 se intentd estimar la razén de linfocitos-T efectores/reguladores
mediante citometria de flujo. Existe evidencia de que el numero de linfocitos-T
circulantes aumenta en el musculo y en la sangre periférica de pacientes con DMD (39),
no obstante, el subtipo de linfocitos afectados es variable y depende del tipo de mutacién
en el gen de distrofina que porte el paciente (40). En este estudio la cantidad de linfocitos
presentes en las muestras analizadas por citometria de flujo fue muy bajo, insuficiente
para evaluar si existian cambios en la poblacion de linfocitos-T reguladores
(CD4+/FOXP3+) o efectores (CD4+/CD86+) y si estos eran influenciados por el genotipo
de los ratones o en respuesta al acto transfusional (Figura 8). El bajo recuento linfocitario
en nuestras muestras se pudo deber al tiempo que estuvieron almacenados previo a la
medicion (mas de 14 dias) a pesar de que fueron fijados; de hecho, el plasma
proveniente de un raton WT usado como control en este estudio, el cual estuvo también
fijado, pero por menos de una semana preservé de mejor forma los linfocitos presentes
en la muestra, mostrando un nimero mayor de linfocitos totales que los observados en
los ratones transfundidos (Figura 8A). Considerando que existe evidencia en la literatura
de un cambio en los linfocitos circulantes y en su infiltraciéon en el tejido muscular en el
contexto de la DMD, este es un aspecto interesante para seguir abordando, con miras a

potenciales intervenciones terapéuticas. Debido a la inflamacidon que se describe en
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pacientes y en modelos animales de DMD, la activacion de la respuesta inmune innata
ha sido la mas estudiada en esta patologia, no obstante, el sistema inmune adaptativo,
incluyendo linfocitos-T y eventualmente linfocitos-B generadores de anticuerpos, podrian
ser un blanco terapéutico interesante de abordar en el futuro. De hecho, evidencia
reciente sugiere que los ratones mdxcv4 presentan defectos estructurales y funcionales
en el timo, un dérgano clave para la maduracién linfocitaria (41), lo que sin duda podria
influenciar la progresion de la patologia y el desarrollo de respuestas inmunoldgicas
desbalanceadas, por ejemplo, favoreciendo aloinmunizacién frente a actos

transfusionales.

El bazo, otro 6rgano linfoide clave para la respuesta inmunoldgica, también parece verse
afectado en el contexto de la DMD. Un estudio reciente demostré que los ratones mdxcv4
muestran importantes alteraciones en la arquitectura del bazo, asi como deficiencia de
multiples proteinas criticas para su metabolismo (42), lo que sugiere que existe un
desbalance en la “conversacion “entre el sistema linfoide y el musculo distrofico, lo que
puede exacerbar la sintomatologia de esta enfermedad. En esta tesis se realizd un
analisis preliminar de los bazos de algunos de los ratones WT y mdxcv4 sometidos a
transfusion, evidenciandose aproximadamente un 35% de esplenomegalia en los ratones
HTZ y HMZ modelo de Duchenne, en comparacion con el bazo del ratén WT sin
transfundir (Figura 11). Al analizar la arquitectura de los cortes histologicos de los bazos
tefidos con H&E, no fueron evidentes cambios estructurales, aunque se logro distinguir
una zona mas amplia de la pulpa roja del bazo de los ratones mdxcv4 en comparacion
al bazo WTST (Figura 12 C). Cabe destacar que la pulpa roja constituye la mayor parte
del tejido estromal del bazo. Esta esta formada por los cordones de Billroth y las
sinusoides esplénicas. Los cordones de Billroth (cordones esplénicos) son las
agregaciones celulares que estadn sostenidas por el tejido conectivo reticular. Su
estructura esta organizada en columnas a las que se adhieren macréfagos, plasmocitos
y glébulos rojos. Este es, sin duda, un aspecto interesante de este estudio en el que se
debe profundizar con miras a entender de mejor manera como se afecta el sistema
inmune en el contexto de la DMD y cdmo esto puede gatillar respuestas exacerbadas

ante eventos clinicos como una transfusién, modificando el riesgo a la aloinmunizacién.
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A través de este estudio se pretendid aportar en el entendimiento de la
fisiopatologia de la DMD y de cémo la inflamacién crdnica descrita en esta
patologia podria influenciar la susceptibilidad a aloinmunizacién. Sin embargo, la
colonia de ratones mdxcv4, HTZ y HMZ para la mutacion en el gen de distrofina
utilizados en este estudio, no presentaron cambios en los niveles plasmaticos de
IL6 o IL10 en comparacién a los ratones WT, sugiriendo ausencia de inflamacién
crénica. En estudios futuros, y dada la naturaleza singénica de los ratones
mdxcv4 y los donantes de la cepa C57BL/6, una alternativa experimental serd
evaluar susceptibilidad a aloinmunizacién en ratones mdxcv4 utilizando como
donantes de sangre cepas de ratdon transgénicos que expongan antigenos mas
inmunogénicos.

Aun cuando los resultados de esta Tesis no permiten hacer conclusiones certeras,
el continuar con esta investigacién podria ser relevante en el futuro, en pos de
tener mayor claridad sobre el adecuado manejo clinico de los pacientes con DMD
que deben enfrentar transfusiones sanguineas. y podria sentar las bases para

estudios similares en otros contextos patoldgicos inflamatorios.
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9. CONCLUSIONES

e La colonia de ratones mdxcv4, heterocigotos (HTZ) y homocigotos (HMZ) para la
mutacion en el gen de distrofina utilizados en este estudio, no presentan cambios

en los niveles plasmaticos de IL6 o IL10 en comparacion a los ratones WT.

e El nimero de linfocitos rescatados del plasma de ratones HMZ, HTZ y WT no fue
suficiente para analizar cambios en la poblacién de linfocitos T efectores y T

reguladores entre los grupos experimentales.

e Los ratones mdxcv4 utilizados en este estudio no presentan susceptibilidad a
aloinmunizacion por transfusién de globulos rojos, ni evidencian hemodlisis en

comparacion a los ratones WT.

e Los ratones mdxcv4 utilizados en este estudio exhiben un porcentaje de

esplenomegalia cercano al 35% en comparacion con los ratones WT control.

e En las condiciones en las que se realizdé este estudio no existe en los ratones
mdxcv4 un estado inflamatorio de base que influencie el riesgo a aloinmunizacion

frente a la transfusion de glébulos rojos.
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11. ANEXOS

11.1 Anexo 1. Curva de Calibracion.

Invitrogen Mouse 1IL-16 ELISA KIT LOTE: 297103-012 REF: BMS603
CADUCIDAD: 31-3-2025
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Invitrogen Mouse IL-6 ELISA KIT LOTE: 302550-017 REF: KMC0061
CADUCIDAD: 31-12-2025
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Invitrogen Mouse IL-10 ELISA LOTE: 227819-025 REF: BMS614 CADUCIDAD:
31-8-2024
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11.2 Anexo 2. Descripcion de pasos para realizar tincion Hematoxilina eosina
(H&E).

En las secciones siguientes se describen los pasos basicos para realizar una tincién con
H&E. Primero retire la parafina para realizar una tincion H&E es disolver toda la cera con
xileno (un disolvente hidrocarbonado). Después de eliminar completamente la cera, se
hace pasar la preparacion por varios cambios de alcohol para eliminar el xileno y luego
se enjuaga a fondo con agua. La seccién ahora estad hidratada para que los reactivos
acuosos penetren facilmente en las células y los elementos tisulares. La preparacion
ahora se tifie con una tincidon nuclear como la hematoxilina de Harris, que consiste en
un colorante (hematoxilina oxidada) y un mordiente o agente aglutinante (una sal de
aluminio) en solucidén. Inicialmente, esto tifie los nlcleos y algunos otros elementos de
color morado rojizo. Después de aclarar en agua, la seccién se vuelve azul mediante el
tratamiento con una solucion débilmente alcalina. Este paso tifie la hematoxilina de un
color azul oscuro. Ahora se puede enjuagar y comprobar la seccion para ver si los nlcleos
estan correctamente tefiidos y muestran el contraste adecuado y para evaluar el nivel
de tincion de fondo. En la mayoria de las ocasiones, cuando se emplea hematoxilina de
Harris, se requiere un paso de diferenciacion para eliminar la tinciéon de fondo no
especifica y mejorar el contraste. Se utiliza un alcohol acido débil. Después de este
tratamiento, se requiere de nuevo el proceso de azulado y enjuagar a fondo. Los
métodos de tincién que incluyen un paso de diferenciacion se denominan tinciones
“regresivas”. La seccién se tifie ahora con una solucidn acuosa o alcohdlica de eosina.
Esto tine muchos elementos no nucleares en diferentes tonos de rosa. Tras la tincién
con eosina, la preparacidon pasa por varios cambios de alcohol para eliminar todos los
restos de agua, y luego se aclara con varios bafios de xileno, el cual “limpia” el tejido y
lo hace completamente transparente. Se aplica una fina capa de medio de montaje de
poliestireno, seguida de un cubreobjetos de vidrio. Si la tincién y todos los pasos
posteriores se han realizado correctamente, la preparacién revelard todos los

componentes microscépicos importantes y permanecera estable durante muchos afios.
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11.3 Anexo 3. Acta de evaluacion Bioética.

L) =
Universidad Comi ioéti
omité de Bioética
d‘”’:’:’f‘: Facultad de Ciencias
Facultad de Clencios

ACTA DE EVALUACION BIOETICA
CBC 38/2022

1. ElComité de Bioética para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de la Facultad
de Ciencias, de la Universidad de Valparaiso, declara haber evaluado el protocolo
experimental del proyecto de tesis de Magister “/mpacto de la inflamacion cronica
sobre el nesgo a la aloinmunizacion después de la transfusion de globulos rojos en un
modelo murino de Distrofia muscular de Duchenne”, del cual el investigador
responsable es el Sr. Luis Paolo Rojas Lemus y la investigadora patrocinante es la
Dra. Arlek Gonzalez Jamett

2. Para su evaluacion el Comité de Bioética reviso los antecedentes presentados en el
‘Formulario de Solicitud de Aprobacion para Investigacion en Animales como Sujetos
de Investigacién®

3. En la valoracién bioética del proyecto, el Comité considerd adecuado los aspectos
biogticos indicados en el segundo punto de Valoracion de Aspectos Eticos del
formulario “Solicitud de Aprobacidén para Investigacion en Animales como Sujetos de
Investigacion” y que se sefalan en las paginas anexas a esta acta.

4. Porlo anterior, el Comité de Bioética para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio
de la Facultad de Ciencias, de la Universidad de Valparaiso, aprueba el protocolo
experimental del proyecto con una duracion de 12 meses.

Presidente
Comité de Bioética, Facultad de Ciencias, {ni

Valparaiso, 24 de Junio del 2022
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