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1) AUTOINMUNIDAD. MECANISMOS GENÉTICOS Y AMBIENTALES. 

La autoinmunidad se define como una respuesta inmune humoral y celular dirigida 

hacia antígenos propios, con la consecuente producción de autoanticuerpos y/o células T 

autorreactivas y la posterior infiltración patológica de linfocitos y macrófagos en los tejidos 

afectados. Las enfermedades autoinmunes afectan a aproximadamente el 5% de la 

población mundial, siendo más frecuentes en países desarrollados (Goodnow 2007). 

 Las enfermedades autoinmunes se clasifican en dos grupos, en función de que la 

reacción del sistema inmune se dirija específicamente contra los antígenos de un órgano 

concreto o de que no discrimine y lo haga de forma más o menos generalizada. En el 

primero de los casos hablamos de enfermedades autoinmunes “órgano-específicas”, 

mientras que en el segundo utilizamos la denominación de enfermedades autoinmunes 

“sistémicas”. Ejemplos de las primeras son la diabetes mellitus tipo I, la esclerosis múltiple, 

la tiroiditis de Hashimoto o la enfermedad de Graves-Basedow. Entre las formas clínicas 

más características de autoinmunidad sistémica se encuentran la artritis reumatoide y el 

lupus eritematoso sistémico. En ellas se produce un ataque inmunológico a varios órganos, 

dado que los autoantígenos que centran este ataque tienen una amplia distribución a nivel 

sistémico (Javierre, Esteller and Ballestar 2008). 

 En los últimos años, gracias a la aplicación de nuevas tecnologías, como el 

genotipado de polimorfismos de un solo nucleótido (SNP), la secuenciación de genomas 

completos (GWAS) y los estudios en modelos animales (ya sea espontáneos o modificados 

por ingeniería genética), se han identificado muchos de los factores genéticos que hacen a 

los individuos más susceptibles al desarrollo de determinadas enfermedades autoinmunes. 

Diversas enfermedades autoinmunes se han asociado, hasta la actualidad, con cerca de 

200 alteraciones en genes que participan en vías de señalización intracelular relevantes en 

la activación o el control del sistema inmunitario, incluyendo las rutas de señalización por 

receptores de citocinas, por los receptores para el antígeno en las células de la respuesta 

inmune adaptativa o por los receptores de señales de peligro en las células de la respuesta 

inmune innata (Hewagama and Richardson 2009, Cho and Gregersen 2011). Sin embargo, estudios 

realizados en gemelos idénticos muestran que estas alteraciones en la secuencia de los 

genes no son suficientes, por sí mismas, para generar autoinmunidad. Parece pues 

evidente que otros factores adicionales, probablemente de tipo ambiental, deben 
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concurrir para que un proceso autoinmune tenga lugar (Fraga et al. 2005, Alarcon-Riquelme 

2007). Así, se ha demostrado que diversos factores ambientales son capaces de inducir 

cambios epigenéticos, los cuales podrían conducir a una modificación en la expresión 

génica en determinadas células, resultando en una pérdida de tolerancia hacia lo propio y, 

finalmente, en el desarrollo de autoinmunidad en aquellos individuos que estén 

predispuestos genéticamente. Los factores ambientales que se postula que pueden 

producir cambios epigenéticos son el humo del tabaco, numerosos agentes infecciosos 

predominantemente de tipo viral, la luz ultravioleta, compuestos químicos o el estrés, 

entre otros (Harley and James 2006, Klareskog et al. 2006, Maverakis et al. 2010, Wu and Li 2012, 

Harpaz et al. 2012). 

 Debido a la gran diversidad genética y ambiental existente en la población general, 

cada individuo responde de manera diferente a los estímulos, dependiendo de 

combinaciones individuales de factores genéticos y epigenéticos. Esto permite establecer 

umbrales de estímulo-respuesta, existiendo de esa manera una zona de respuesta 

fisiológica normal (Cho and Gregersen 2011) (Figura 1). 

 

Figura 1: Umbrales de estímulo-respuesta. Modelo matemático que intenta demostrar que cada individuo responde 

de manera diferente a un determinado estímulo, dependiendo de su propia combinación de factores genéticos y 

epigenéticos (adaptado de Cho and Gregersen 2011). 

 

 

2) LA ARTRITIS REUMATOIDE COMO MODELO DE ENFERMEDAD 

AUTOINMUNE 
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La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad de patogenia compleja que afecta 

al 0,5% de la población adulta a nivel mundial, y que tiene una mayor tasa de prevalencia 

en mujeres a partir de los 40 años de edad. Su incidencia es de 20-50 por cada 100.000 

casos al año (Carmona et al. 2010). Esta enfermedad es común en el norte de Europa y 

Norteamérica, y aparece con menor frecuencia en otras regiones, como África oriental y 

Oceanía (Kalla and Tikly 2003). 

La artritis reumatoide es una enfermedad inflamatoria sistémica y crónica que 

involucra hiperplasia del tejido sinovial y daño estructural del cartílago, hueso y 

ligamentos. La severidad de esta patología es muy amplia, causando diferentes grados de 

destrucción articular e implicación de tejidos y órganos extra-articulares (Cho et al. 2007, 

Carmona et al. 2010). Se sabe que los pacientes afectados por la artritis reumatoide padecen 

con mayor frecuencia, respecto a la población general, enfermedades cardiovasculares, 

infecciones, enfermedad pulmonar o renal y linfoma (Michaud and Wolfe 2007). De hecho, los 

pacientes con artritis reumatoide tienen una mayor tasa de mortalidad con respecto a la 

población general (con una reducción en la expectativa de vida de unos 3-10 años), siendo 

la principal causa de muerte las enfermedades cardiovasculares (Carmona et al. 2010).  

La etiología de la artritis reumatoide es desconocida, si bien se ha sugerido que la 

pueden desencadenar factores genéticos, ambientales e infecciosos. Se han identificado 

varios genes que se relacionan con una mayor susceptibilidad al desarrollo de artritis 

reumatoide, asociados principalmente con el complejo mayor de histocompatibilidad de 

clase II (MHC II), aunque ninguno de ellos es exclusivamente responsable de producirla 

(Gregersen, Silver and Winchester 1987, Boissier et al. 2012). La asociación del MHC II con la 

artritis reumatoide se atribuye en particular a polimorfismos en el gen HLA-DRB1, el cual 

codifica para una secuencia de aminoácidos común denominada epítopo compartido 

(Stastny 1976). Pero también se han descrito otras alteraciones genéticas fuera de la región 

MHC, dentro del conjunto de factores de riesgo para el desarrollo de la artritis 

reumatoide. Entre ellos se hallan las regiones asociadas con la fosfatasa PTPN22 (Begovich 

et al. 2004) y el factor de transcripción STAT4 (Remmers et al. 2007), los cuales también se han 

asociado con susceptibilidad al padecimiento de otras enfermedades autoinmunes (Smyth 

et al. 2004, Skorka et al. 2005, Vandiedonck et al. 2006, Korman et al. 2008, Taylor et al. 2008).   
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2.1) El modelo experimental de artritis inducida por colágeno 

Como se ha dicho anteriormente, se desconoce la causa exacta de la AR, si bien 

han sido propuestos varios agentes como posibles antígenos de las respuestas de las 

células T patogénicas en esta enfermedad. Entre ellos se hallan el citomegalovirus (CMV), 

el virus Epstein-Barr (EBV), los proteoglicanos, y el colágeno de tipo II (Brand, Kang and 

Rosloniec 2003). 

El colágeno tipo II (CII) es uno de los autoantígenos mejor establecidos en la 

patogenia de la artritis reumatoide humana, dado que se hallan altos niveles de 

autoanticuerpos anti-CII y células T específicas de CII, principalmente durante las fases 

tempranas de la enfermedad. El CII se localiza exclusivamente en el tejido cartilaginoso, 

como el que recubre las superficies óseas de las articulaciones diartrodiales. Esta 

asociación ha conducido al desarrollo del modelo animal de la artritis inducida por 

colágeno (AIC). En este modelo experimental, la inmunización con CII heterólogo induce 

una potente respuesta autoinmune, acompañada por inflamación sinovial, destrucción 

articular y erosión ósea, con manifestaciones clínicas muy similares a la artritis reumatoide 

que se desarrolla en los humanos (Cho et al. 2007). Este modelo se ha desarrollado 

exitosamente en ratones, ratas y monos (Wooley and Chapedelaine 1987, Durie, Fava and Noelle 

1994, Holmdahl et al. 1989). La AIC es el modelo que más se utiliza actualmente para estudiar 

la patogenia de la artritis autoinmune y para evaluar nuevas dianas terapéuticas en esta 

enfermedad y otros procesos similares (Brand et al. 2003, Cho et al. 2007).  

 La inmunización de ratones con CII emulsionado con adyuvante completo de 

Freund (CFA) induce una reacción inmunitaria que se organiza fundamentalmente en los 

nódulos linfáticos. En esta respuesta destaca la activación de las células dendríticas con 

producción de citocinas pro-inflamatorias y moléculas co-estimuladoras y activación de 

células T naïve. Esta activación de células dendríticas y células T induce a su vez la 

activación de células B naïve. Estas células B activadas producen anticuerpos anti-CII, 

principalmente de las subclases IgG2a e IgG2b, los cuales son capaces de activar la cascada 

del complemento e iniciar así una respuesta inflamatoria en las articulaciones. También se 

producen anticuerpos de la subclase IgG1, aunque en menor cantidad con respecto a los 

de la subclase IgG2, ya que la respuesta inmune generada es predominantemente de los 

tipos Th1 y Th17. A las 4-5 semanas de la inmunización ya se pueden observar signos 

clínicos de inflamación en las articulaciones, la cual puede persistir hasta la semana 12ª. 
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Apolipoproteína

Esta reacción inflamatoria en las articulaciones conduce finalmente a una destrucción 

articular, a través de un trabajo conjunto entre las células del sistema inmune, incluidos 

los osteoclastos, y las moléculas efectoras (Cho et al. 2007). El resultado final de todo ello es 

frecuentemente la anquilosis articular. 

Tal como sucede en muchas enfermedades autoinmunes humanas, la 

susceptibilidad a la AIC en ratones es dependiente del haplotipo MHC de la cepa de 

ratones utilizada y del origen del colágeno II empleado (Cho et al. 2007). De esta manera, las 

cepas de ratones portadoras del haplotipo H-2q son susceptibles al desarrollo de artritis 

luego de la inmunización con CII humano, de pollo o bovino, pero no porcino, mientras 

que las cepas portadoras del haplotipo H-2r sólo desarrollan artritis cuando son 

inmunizadas con CII bovino o porcino, pero no humano ni de pollo (Wooley et al. 1985). Las 

cepas de ratones portadoras del haplotipo H-2b, en cambio, sólo desarrollan AIC cuando 

son inmunizadas con colágeno de pollo (Wooley et al. 1981). Este dato es de gran interés 

habida cuenta que la mayoría de ratones genéticamente manipulados portan este 

haplotipo en su MHC. 

 

3) LA ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR 

Dado que los lípidos son insolubles en agua, para ser transportados en el torrente 

sanguíneo necesitan asociarse a proteínas que les permitan hacerlo. Es por ello que 

existen varios tipos de apolipoproteínas, que se asocian con diferentes tipos de lípidos en 

distintos estadíos de su metabolismo, y que en conjunto forman las denominadas 

lipoproteínas. De esta manera, las lipoproteínas poseen una superficie hidrofílica, 

compuesta por fosfolípidos, colesterol no esterificado y apolipoproteínas, mientras que su 

núcleo es hidrofóbico, con predominio de triglicéridos y ésteres de colesterol (Nelson and 

Cox 2007) (Figura 2). 

 

 

Figura 2: Estructura de una lipoproteína, con 

una superficie polar compuesta por colesterol 

no esterificado, fosfolípidos y apolipo-

proteínas, y un centro hidrofóbico, 

constituído por colesterol no esterificado y 

triglicéridos (Imagen adaptada a partir de 

www.usb.affymetrix.com). 
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Existen varios tipos de lipoproteínas encargadas del transporte de los principales 

lípidos del organismo en diferentes direcciones. Estas lipoproteínas se clasifican en las 

siguientes clases, de acuerdo a su densidad (Mahley et al. 1984, Charlton-Menys and Durrington 

2007): 

 Quilomicrones: Son las partículas encargadas de absorber los triglicéridos y el 

colesterol de la dieta en el epitelio intestinal y de transportarlos al resto del 

organismo. Son partículas ricas en las apolipoproteínas ApoB-48, ApoE y ApoA-I.  

 
 Lipoproteínas de muy baja densidad (Very Low Density Lipoproteins, VLDL): Se 

encargan del transporte inicial de colesterol y triglicéridos sintetizados en el hígado 

hacia varios tejidos, y son ricas en ApoE y ApoB-100. 

 
 Lipoproteínas de baja densidad (Low Density Lipoproteins, LDL): Aportan la mayor 

parte del colesterol a las células del organismo. Son ricas en ApoB-100. 

 
 Lipoproteínas de alta densidad (High Density Lipoproteins, HDL): Son las encargadas 

de transportar el exceso de colesterol al hígado para su eliminación (transporte 

reverso de colesterol), y son ricas en las apolipoproteínas ApoA-I, ApoA-II y ApoE. 

La pared arterial está compuesta de tres capas claramente diferenciadas: la íntima, 

la media, y la adventicia. La íntima es la capa más interna de la arteria, y está formada por 

una monocapa de células endoteliales unidas a una matriz extracelular. La media está 

compuesta principalmente por células de músculo liso, mientras que la adventicia 

contiene una mezcla de tejido conectivo, terminaciones nerviosas, fibroblastos y 

leucocitos residentes quiescentes (Esteban et al. 2011). 

Las partículas de LDL circulan normalmente en el plasma sanguíneo. En la 

circulación, las partículas de LDL están protegidas de la oxidación por las partículas de HDL, 

las cuales cuentan con enzimas antioxidantes tales como la paraoxonasa (PON1), el factor 

activador de plaquetas acetilhidroxilasa (PAF-AH) y la lecitina-colesterol acetiltransferasa 

(LCAT) (Podrez 2010). En determinadas situaciones, como la inflamación, las células 

endoteliales se activan, expresando moléculas que permiten la adhesión de los leucocitos 

y las plaquetas activadas al endotelio y aumentando también la permeabilidad del mismo 

a componentes plasmáticos (Zernecke and Weber 2010). En el espacio subendotelial (íntima), 

las partículas de LDL son retenidas por interacción iónica de ApoB-100 con los 
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proteoglicanos de la matriz extracelular, donde son más susceptibles a sufrir 

modificaciones oxidativas por parte de especies reactivas de oxígeno o enzimas como la 

mieloperoxidasa o la lipooxigenasa (Weber and Noels 2011). Los cambios oxidativos se 

producen tanto en los lípidos como en las moléculas de apolipoproteína B que la 

componen. Las LDL oxidadas son reconocidas por receptores de la inmunidad innata 

(receptores scavenger y CD36), presentes en la superficie de macrófagos. Realmente el 

sistema inmune las percibe como una señal de peligro (danger associated molecular 

pattern, DAMP) lo cual conlleva un elevado efecto pro-inflamatorio, promoviendo el 

reclutamiento de macrófagos y linfocitos T al sitio de lesión en la pared arterial. De esta 

manera, los macrófagos comienzan a acumular ésteres de colesterol en su interior, 

convirtiéndose en células esponjosas o espumosas, las cuales forman estrías grasas y 

evolucionan con el tiempo a placas ateroscleróticas (Matsuura et al. 2006). La LDL oxidada 

estimula además la expresión de moléculas de adhesión y citocinas pro-inflamatorias y es, 

por otra parte, altamente inmunogénica (Matsuura et al. 2009). Todos estos sucesos 

perpetúan el ciclo de la inflamación en la pared arterial, siendo éste uno de los primeros 

pasos en la progresión de la placa aterosclerótica (Figura 3).  

 

Figura 3: A) Capas que componen la pared de una arteria sana. B) Componentes inmunológicos de una lesión 

aterosclerótica, con infiltración de linfocitos T y monocitos a través del endotelio. 
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A medida que la lesión progresa, se observa una proliferación de células de 

músculo liso, una acumulación de células esponjosas, cristales de colesterol, material 

necrótico y apoptótico, infiltración de células T, células dendríticas y macrófagos. Todo ello 

va engrosando progresivamente la íntima y estrechando la luz del vaso sanguíneo, a la vez 

que disminuye la elasticidad de la pared arterial. A su vez, sobre la placa aterosclerótica se 

comienza a depositar una capa de colágeno (capa fibrosa), la cual por acción de las 

metaloproteinasas de matriz (MMPs) y las citocinas pro-inflamatorias puede llegar romper 

la barrera endotelial generando un trombo plaquetario que impide la circulación 

sanguínea de forma aguda, causando un fenómeno isquémico en el tejido irrigado por esa 

arteria  (Zernecke and Weber 2010) (Figura 3).  

Los vasos sanguíneos más comúnmente afectados por este proceso son la aorta, 

las arterias coronarias, la carótida y las arterias cerebrales. A todo este proceso 

inflamatorio crónico en la pared de los vasos sanguíneos, donde intervienen tanto células 

de la respuesta inmune innata como adaptativa, se le denomina aterosclerosis (Matsuura et 

al. 2006).  

Un hecho importante a destacar es que los niveles de HDL se correlacionan 

negativamente con el riesgo de desarrollar eventos cardiovasculares. Si bien inicialmente 

se creía que el papel de HDL estaba limitado exclusivamente al transporte reverso del 

colesterol, actualmente se sabe que esta lipoproteína cumple varias funciones más. Es 

también una partícula anti-inflamatoria, anti-oxidante y anti-trombótica, ya que modula la 

expresión de citocinas y el reclutamiento y/o la adhesión de monocitos a la pared arterial 

(Cockerill et al. 1995, Graham et al. 1997, Movva and Rader 2008, Podrez 2010). Sin embargo, en un 

estado inflamatorio sistémico agudo o crónico, las partículas de HDL pueden volverse 

disfuncionales y pro-inflamatorias, siendo incapaces de proteger a la LDL de la oxidación, 

causando inflamación de la pared arterial y favoreciendo la progresión de la lesión 

aterosclerótica (Charles-Schoeman et al. 2008, Podrez 2010). Este cambio en las propiedades 

anti-inflamatorias y anti-oxidantes de las HDL se debe a que, a consecuencia de la 

inflamación, las moléculas de ApoA-I que componen las HDL son reemplazadas por la 

proteína amiloide sérica A o SAA (proteína de fase aguda), y disminuye también la 

actividad de las enzimas anti-oxidantes PON1 y PAF-AH, entre otras modificaciones (Van 

Lenten et al. 2001, Ansell et al. 2005).  
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4) RIESGO DE ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR EN LA ARTRITIS 

REUMATOIDE 

Como se ha dicho anteriormente, cerca de un 40% de los fallecimientos en los 

pacientes con artritis reumatoide se deben a eventos cardiovasculares, ocurriendo éstos a 

una edad más temprana que en la población general (Meune et al. 2009). Se sabe que el 

mayor riesgo de enfermedad cardiovascular (CV) en estos pacientes se debe a la mayor 

prevalencia de aterosclerosis y sus complicaciones (Gonzalez-Gay, Gonzalez-Juanatey and Martin 

2005). Existen factores de riesgo CV tradicionales, los cuales suelen tener un papel 

importante en el desarrollo de las lesiones ateroscleróticas, incrementando el riesgo de 

enfermedad CV en la artritis reumatoide (Ku et al. 2009). Entre ellos hay factores que no se 

pueden modificar, como son la edad (a mayor edad, mayor riesgo de evento CV), las 

hormonas sexuales (el riesgo en mujeres aumenta después de la menopausia), el género y 

los antecedentes familiares genéticos. Entre los factores de riesgo CV tradicionales sobre 

los que el paciente tiene posibilidad de influir se encuentran la hiperlipidemia, la 

hipertensión arterial, el tabaquismo, la diabetes mellitus, la obesidad y la vida sedentaria 

(Jousilahti et al. 1999). Sin embargo, estos factores de riesgo CV tradicionales no son capaces 

de explicar en su totalidad la mayor incidencia de este tipo de eventos en los pacientes 

afectados con artritis reumatoide, lo cual sugiere que deben existir otros mecanismos que 

aumenten el riesgo de accidentes vasculares en estos pacientes (Bartoloni et al. 2010). 

El principal nexo de unión entre la artritis reumatoide y la mayor prevalencia de 

aterosclerosis es el estado inflamatorio crónico que subyace en ambas patologías. En la 

artritis reumatoide, como enfermedad sistémica que es, existe un ambiente inflamatorio 

generalizado, que afecta desde las primeras fases de la enfermedad a las articulaciones. 

Como consecuencia de ello, se liberan a la circulación sistémica factores pro-inflamatorios 

tales como TNF-α, IL-1β e IL-6. Esto, localmente conduce a una destrucción articular, 

afectando tejidos y órganos distantes, entre ellos el endotelio vascular. En este contexto se 

favorece un estado pro-aterogénico, caracterizado por anormalidades en el perfil lipídico, 

disfunción endotelial, resistencia a la insulina, dislipidemia y un estado pro-oxidativo 

(Dessein, Stanwix and Joffe 2002, Vaudo et al. 2004, Gonzalez-Gay et al. 2005, Pieringer and Pichler 

2011). Recientemente, González-Juanatey y colaboradores observaron un aumento en la 

disfunción endotelial y en el espesor íntima-media de las arterias carótidas en pacientes 

con artritis reumatoide, aun en fases clínicas donde no existe todavía evidencia de 
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enfermedad cardiovascular e, inclusive, en ausencia de los factores de riesgo 

cardiovascular tradicionales. Esta asociación se observa de forma constante en pacientes 

que padecen la enfermedad desde hace muchos años (Gonzalez-Juanatey, Llorca and Gonzalez-

Gay 2011). Todo esto apoya la hipótesis de que el estado inflamatorio sistémico presente en 

los cuadros de artritis reumatoide es un factor de riesgo cardiovascular independiente de 

los factores ya conocidos. 

Es sabido además que los niveles elevados de colesterol total, triglicéridos y LDL, y 

bajos niveles de HDL se asocian con un mayor riesgo de enfermedad cardiovascular 

(Nurmohamed 2009). Se ha demostrado que tales perfiles lipídicos desfavorables existen en 

la sangre de pacientes con artritis reumatoide, inclusive 10 años antes de la aparición de 

los primeros síntomas de la enfermedad (van Halm et al. 2007). Es importante destacar que 

el tratamiento de la artritis reumatoide con agentes biológicos u otros tratamientos 

aumenta los niveles de colesterol total y de HDL, pero sin incrementar el índice 

aterogénico TC/HDL (Pieringer and Pichler 2011). Varios autores demuestran además que los 

pacientes con artritis reumatoide tienen niveles elevados tanto de LDL oxidada como de 

auto-anticuerpos anti-LDL modificada por oxidación (Dai et al. 2000, Cvetkovic et al. 2002, Kim et 

al. 2004). Por último, corroborando la hipótesis de la HDL disfuncional en situaciones de 

inflamación sistémica, McMahon y colaboradores hallaron que en un 20,1% de las mujeres 

que padecían artritis reumatoide predominaba la forma pro-inflamatoria de HDL (a pesar 

de tener niveles normales de HDL total), en comparación con un 4,1% de las mujeres sanas 

que tenían predominio de estas HDL pro-inflamatorias (McMahon et al. 2006).  

 

5) SUBPOBLACIONES FUNCIONALES DE CÉLULAS T INVOLUCRADAS 

EN LA ARTRITIS REUMATOIDE Y LA ATEROSCLEROSIS 

Dependiendo de la combinación de citocinas que se produce durante su 

interacción inicial con un determinado antígeno, las células T CD4+ naïve se diferencian a 

diferentes tipos de células T efectoras: Th1, Th2 y Th17. Estas células diferenciadas no sólo 

son por sí mismas capaces de eliminar las células infectadas, sino que a su vez se combinan 

con otras células efectoras del sistema inmune innato y adaptativo, amplificando la 

respuesta inmune. De esa manera, la combinación de mecanismos de la respuesta inmune 
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innata y adaptativa conducen finalmente a una eliminación eficaz del antígeno (Littman and 

Rudensky 2010).  

Las respuestas del tipo Th1 (inmunidad celular), se desencadenan en presencia de 

IFNγ e IL-12, e involucran componentes de la respuesta inmune innata y adaptativa. En ella 

participan células NK activadas y macrófagos con un fenotipo de activación clásico (pro-

inflamatorio). Estos macrófagos pro-inflamatorios producen radicales libres de oxígeno y 

óxido nítrico, derivado de la enzima óxido nítrico sintasa inducible (iNOS), e inducen la 

expresión de moléculas MHC de clase II. Por otra parte, intervienen también células T CD8+ 

citotóxicas, células Th1 productoras de IL-2, IL-12, IFNγ y TNFα, y células B productoras de 

anticuerpos IgG (principalmente del tipo IgG2a) capaces de activar el complemento. El 

principal factor de transcripción involucrado en la diferenciación de las células Th1 es el 

denominado T-bet (Zhu and Paul 2008, Taleb, Tedgui and Mallat 2010, Matzinger and Kamala 2011). 

Este tipo de respuesta inmune se utiliza normalmente para eliminar patógenos 

intracelulares y virus, pero se encuentra exacerbada en enfermedades autoinmunes como 

la artritis reumatoide (Ku et al. 2009), la diabetes mellitus insulino-dependiente (Wang et al. 

1997, Joseph et al. 2012) y en enfermedades inflamatorias crónicas como la aterosclerosis, 

teniendo en este último caso un efecto pro-aterogénico (Taleb et al. 2010). Sin embargo, en 

las últimas décadas el papel patogénico de las células Th1 en la AR se ha puesto en tela de 

juicio como consecuencia de los resultados obtenidos en experimentos utilizando ratones 

deficientes en IFNγ o el receptor de IFNγ. De esta manera, se ha observado que la 

deficiencia en IFNγ promueve el desarrollo de AIC en estirpes de ratones no susceptibles, 

como los ratones C57BL/6 (Guedez et al. 2001, Chu et al. 2003). Otros grupos han observado 

también que los ratones DBA/1 que carecen del receptor de IFNγ desarrollan una AIC más 

acelerada y severa con respecto a los ratones control, lo cual sugiere que el IFNγ tiene una 

función protectora en la AIC (Manoury-Schwartz et al. 1997, Vermeire et al. 1997). 

Las respuestas del tipo Th2 (inmunidad humoral), en cambio, se generan en 

respuesta a parásitos extracelulares. Este patrón de respuesta involucra eosinófilos y 

macrófagos con un fenotipo de activación alternativo (anti-inflamatorio), que inducen un 

aumento en la actividad de la enzima arginasa, reduciendo la producción de óxido nítrico. 

Este fenómeno aumenta la capacidad de endocitosis y fagocitosis de estas células, pero 

reduce su motilidad y los efectos citotóxicos. En la respuesta Th2 participan también los 

propios linfocitos Th2, productores de IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, y las células B que producen 
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IgE e IgG1. Los anticuerpos IgE se unen a los receptores FcεRI que se hallan sobre la 

superficie de basófilos y mastocitos, lo cual induce la secreción por parte de estas células 

de histamina, serotonina, IL-4, IL-13 y TNFα. Como consecuencia, se contrae el músculo 

liso, aumenta la permeabilidad vascular y se reclutan células inflamatorias (Larche, Akdis and 

Valenta 2006). En este caso el factor de transcripción encargado de la diferenciación de las 

células T CD4+ naïve a la subpoblación Th2 es GATA-3 (Zhu and Paul 2008, Baitsch et al. 2011, 

Matzinger and Kamala 2011). Las respuestas del tipo Th2 tienen un papel muy importante en 

la inmunidad asociada a mucosas. La activación anormal de las células Th2 se ha descrito 

en enfermedades inflamatorias como alergia y asma (Murphy and Reiner 2002). Se cree que 

las respuestas del tipo Th2 son ateroprotectoras, si bien su papel exacto aún es 

controvertido, pudiendo depender de varios factores, como el estadio y el sitio de lesión, 

el modelo experimental, etc (Zhu and Paul 2008, Taleb et al. 2010).  

En los últimos años, estudios realizados en modelos experimentales de 

enfermedades autoinmunes, como la AIC y la encefalomielitis experimental inducida (EAE), 

han aportado evidencias que sugerían la existencia de otras subpoblaciones funcionales de 

células T CD4+, poniendo en jaque el paradigma que Th1/Th2, utilizado hasta el momento 

para explicar la patogénesis de diversas enfermedades. Tanto en el caso de la AIC como en 

el de la EAE, la enfermedad era más severa en ausencia de citocinas, receptores y factores 

de transcripción involucrados en respuestas de tipo Th1 (incluyendo el IFNγ y su receptor, 

la subunidad p35 de la IL-12, T-bet, entre otros) (Ferber et al. 1996, Manoury-Schwartz et al. 

1997, Vermeire et al. 1997, Gran et al. 2002, Zhang et al. 2003). Sin embargo, a través de la 

utilización de ratones deficientes en la subunidad p35 de la IL-12 o la subunidad p19 de la 

IL-23, se ha demostrado que la IL-23 promueve la inflamación tardía (necesaria, a su vez, 

para mantener el estado inflamatorio crónico) en los modelos de AIC y EAE, mientras que 

la IL-12 protege de dicha inflamación (Cua et al. 2003, Murphy et al. 2003). Por su parte, 

Murphy y colaboradores describieron una subpoblación de linfocitos T CD4+ productora de 

IL-17 en los ratones deficientes en IL-12, ausente en los ratones deficientes en IL-23 

(Murphy et al. 2003). Esto condujo a la identificación de otra subpoblación funcional de 

células T CD4+ a las que se denominó células Th17 (Harrington et al. 2005, Park et al. 2005). Este 

nuevo linaje es capaz de producir IL-17 (IL-17A), IL-17F, IL-21 e IL-22. Si bien las células 

encargadas de secretar estas citocinas son principalmente las Th17, también contribuyen 

las células Tγδ y las LTis, entre otras (Taleb et al. 2010). Los factores de transcripción 

responsables de la diferenciación a este linaje incluyen RORγt, ROR-α y STAT3. Para que se 
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produzca la diferenciación funcional a Th17, es necesaria la presencia de TGFβ e IL-6. Una 

vez diferenciadas, se requiere IL-23 para expandir y estabilizar dicho linaje (Taleb et al. 2010). 

La IL-17A secretada por las células Th17 potencia la respuesta inflamatoria induciendo la 

producción de otras citocinas y quimiocinas, e interactuando con otras citocinas pro-

inflamatorias. Este tipo de respuesta se halla involucrada en la defensa contra bacterias 

extracelulares y hongos (Zhu and Paul 2008, Matzinger and Kamala 2011). En la última década 

han surgido numerosas publicaciones donde se destaca la importancia de las células Th17 

en enfermedades inflamatorias (Littman and Rudensky 2010), entre las que se incluyen la 

aterosclerosis (Xie et al. 2010, Smith et al. 2010), la esclerosis sistémica o esclerodermia 

(Kurasawa et al. 2000) y la esclerosis múltiple (Aranami and Yamamura 2008). En lo que respecta 

a la artritis reumatoide, ya en el año 2004 Lubberts y colaboradores demostraron que el 

tratamiento con un anticuerpo anti-IL-17 redujo la severidad de la AIC luego de inducir la 

enfermedad (Lubberts et al. 2004). También Sato y colaboradores identificaron a las células 

Th17 como una subpoblación crítica para el desarrollo de la AIC, no sólo en la fase de 

inicio, sino también en la fase de destrucción ósea (Sato et al. 2006).  

Estos tres tipos de respuestas inmunes deben estar controladas, para así ser 

capaces de eliminar patógenos mientras se mantiene la tolerancia frente a autoantígenos 

y la flora microbiana habitual de nuestro cuerpo. Con este fin existen mecanismos de 

tolerancia central y periférica. A través de la tolerancia central se induce la apoptosis de 

células autorreactivas en timo y médula ósea. Los mecanismos de tolerancia periférica se 

desarrollan en órganos linfoides periféricos y otros tejidos, y dependen principalmente de 

la actividad de las células T reguladoras (Treg) (Littman and Rudensky 2010). Existen distintos 

tipos de células Treg, que se clasifican según el tipo de moléculas que expresan y por las 

citocinas que secretan. Las mejor caracterizadas son las que expresan Foxp3, un factor de 

transcripción que regula su capacidad supresora, y que representan un 5-10% de las 

células T CD4+ periféricas. Éstas a su vez se clasifican en Treg naturales (nTreg) y Treg 

inducidas (iTreg) (Gotsman, Sharpe and Lichtman 2008). Las células nTreg se desarrollan en el 

timo, donde adquieren su fenotipo supresor, y posteriormente migran a la periferia. La 

mayoría de las células nTreg expresan CD25 (la cadena α del receptor de la IL-2) de manera 

constitutiva y dependen del factor de transcripción Foxp3 para su desarrollo y función. Las 

células iTreg, en cambio, se generan en la periferia, durante una respuesta inmune activa, 

en presencia de TGFβ e IL-2 (Wan and Flavell 2006). Estas células también expresan Foxp3 y 

su generación se ve favorecida en situaciones de inflamación crónica (Curotto de Lafaille et al. 
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2008), cuando se produce una exposición continuada de bajas dosis de antígeno (Apostolou 

and von Boehmer 2004), y en ausencia de co-estimulación (Kretschmer et al. 2005). Ambos tipos 

de Treg tienen un papel ateroprotector, ya sea por un efecto directo de estas células sobre 

las células T efectoras, o a través de su efecto sobre las células presentadoras de antígeno 

(Taleb et al. 2010). La función de las células T reguladoras parece estar disminuida durante 

los brotes de la artritis reumatoide. De hecho, los tratamientos para esta enfermedad con 

antagonistas del TNFα pueden inclusive restituir la función de esta subpoblación 

linfocitaria (Nadkarni, Mauri and Ehrenstein 2007, Boissier et al. 2012). 

 

6) APOLIPOPROTEÍNAS. IMPORTANCIA DE LA ApoE EN DIFERENTES 

CONTEXTOS 

Las apolipoproteínas tienen varias funciones: 

 Transportan y redistribuyen los lípidos entre los tejidos del cuerpo. Esta función la 

realizan a través del reconocimiento de receptores presentes en las membranas 

celulares. Es sabido que las moléculas de ApoB-100 y ApoE son reconocidas por 

receptores hepáticos y extra-hepáticos, y que permiten de esa manera el transporte 

de diferentes lipoproteínas al interior de las células (Go and Mani 2012).  

 Actúan como cofactores de enzimas del metabolismo lipídico.  Este es el caso de la 

apolipoproteína A-I, la cual actúa de co-factor (activador) de la enzima LCAT 

(Roosbeek et al. 2001). 

 Mantienen la estructura de las lipoproteínas. Se ha sugerido que ApoB, ApoA-I y 

ApoE estabilizan la estructura micelar de las lipoproteínas, formando una superficie 

hidrofílica junto con los fosfolípidos (Lund-Katz and Phillips 2010, Kumar et al. 2011). 

Si bien todas las apolipoproteínas tienen una función importante, en las últimas 

décadas las investigaciones se han centrado principalmente en el estudio de una de ellas, 

la apolipoproteína E (ApoE).  

La ApoE fue descrita por primera vez en 1973 por Shore y Shore, como un 

componente de las lipoproteínas de muy baja densidad (VLDLs) (Shore and Shore 1973), y se 

le ha adjudicado desde entonces el papel de transportar lípidos en asociación a las 

diferentes lipoproteínas plasmáticas nombradas anteriormente (Greenow, Pearce and Ramji 
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2005). El principal sitio de síntesis de ApoE es el hígado, aunque también se produce en 

otros tejidos como cerebro, glándula adrenal, bazo, pulmón, ovarios, riñones y músculo. Se 

estima que un 20-40% de las moléculas de ApoE en circulación provienen de la síntesis de 

tejidos extra-hepáticos (Greenow et al. 2005, Zhang, Wu and Wu 2011). 

El gen que codifica la ApoE se ubica en posición 5’ dentro de un grupo de genes 

que incluye la apolipoproteína C-I, la apolipoproteína C-II y la apolipoproteína C-IV 

(Greenow et al. 2005). El gen de ApoE es polimórfico en humanos, existiendo tres isoformas: 

apoE2, apoE3 y apoE4. En roedores, sin embargo, sólo existe una única isoforma de ApoE, 

y que se asemeja a apoE3 humana (Zhang, Wu and Zhu 2010). Los polimorfismos genéticos de 

ApoE afectan tanto a su conformación como a su unión a lipoproteínas y receptores 

celulares (Zhang et al. 2011). El gen de ApoE posee dos enhancers, HCR.1 y HCR.2, que se 

hallan en posición 3´ con respecto al gen, y que dirigen la expresión de ApoE en hígado 

(Allan, Taylor and Taylor 1997). También se han identificado dos secuencias distales en 

posición 5´, ME.1 y ME.2, los cuales modulan la transcripción de ApoE en adipocitos y 

macrófagos (Shih et al. 2000).  

La expresión de ApoE es muy compleja, ya que es regulada de manera específica 

en los diferentes tejidos y en respuesta a cambios celulares y factores extra- e 

intracelulares. Existen factores que aumentan la transcripción de ApoE en macrófagos, 

como la diferenciación, la exposición a citocinas (como por ejemplo TGFβ), hormonas, 

aumentos en los niveles de colesterol, y factores de transcripción tales como AP-1, NFкB, y 

PPAR-γ (Greenow et al. 2005, Kockx, Jessup and Kritharides 2008). Las moléculas de LPS, en 

cambio, disminuyen la expresión de ApoE (Gafencu et al. 2007). Se ha descrito también que 

el receptor nuclear hepático LXR es capaz de regular la expresión de ApoE inducida por 

lípidos en adipocitos y macrófagos. Esto se debe a que existen elementos de respuesta a 

LXR en las secuencias distales ME.1 y ME.2 (Laffitte et al. 2001). Por otra parte, existen 

factores capaces de regular la secreción de ApoE, de manera independiente de la 

transcripción de la proteína. Entre ellos se encuentran las lipoproteínas LDL y HDL, las 

apolipoproteínas A-I, A-II, A-IV y la misma ApoE (Kockx et al. 2008). 

La proteína de ApoE sigue la vía de secreción clásica, siendo sintetizada en el 

retículo endoplasmático y transportada luego al aparato de Golgi, donde se le agregan 

cadenas de carbohidrato conteniendo ácido siálico. Una vez realizadas estas 

modificaciones post-traduccionales, ApoE es incorporada dentro de vesículas, para luego 
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ser transportada a la membrana plasmática, donde es secretada. Pero no todas las 

moléculas de ApoE son liberadas al medio extracelular, sino que una parte de éstas se 

mantienen unidas a la superficie celular, a través de la asociación con proteoglicanos. Las 

moléculas de ApoE que se encuentran unidas a la superficie pueden ser luego re-

internalizadas para su degradación o su posterior reciclaje a la superficie celular, o 

liberadas al medio extracelular (Greenow et al. 2005, Kockx et al. 2008). La molécula de ApoE 

resultante es una proteína de 299 aminoácidos, con un peso molecular aproximado de 34 

kDa (Zhang et al. 2011).  

ApoE actúa a través de la unión a receptores de membrana, pertenecientes a la 

familia del receptor de las lipoproteínas de baja densidad (LDLR). Entre ellos se hallan: 

LDLR, VLDLR, apoER2, LRP1, megalina (o LRP2), LRP1B, y otros (Zhang et al. 2011). Se cree 

que ApoE actúa sobre múltiples vías de señalización, entre ellas la que involucra a NFкB 

(Ophir et al. 2005) y la de las MAPK (Maezawa et al. 2006). 

Una gran fuente de ApoE son los macrófagos, los cuales sintetizan ApoE y la liberan 

a la circulación. En el fluido extracelular, ApoE forma complejos con las partículas de HDL e 

interviene en la eliminación del exceso de colesterol por la vía hepática, principalmente a 

través del receptor LDLR (Li, Thompson and Kitchens 2008). Pero, además de su papel en el 

transporte reverso de colesterol, estas moléculas de ApoE sintetizadas por los macrófagos 

podrían tener una actividad inmunomoduladora sobre dichas células, modificando su 

estado de activación a un fenotipo clásico o alternativo (Baitsch et al. 2011). Tenger y 

colaboradores sugieren que la ApoE secretada por los macrófagos impide la activación de 

las células T inhibiendo la expresión de las moléculas MHC II y moléculas co-estimuladoras 

(CD40 y CD80) sobre la superficie de las células presentadoras de antígeno (Tenger and Zhou 

2003). Baitsch y colaboradores también sugieren que ApoE actúa como una molécula anti-

inflamatoria, a través de la interacción con los receptores de superficie VLDLR y apoER2, 

induciendo un cambio en el fenotipo de los macrófagos desde pro-inflamatorio (expresión 

de MHC II, generación de especies reactivas de oxígeno y radicales libres, producción de 

citocinas pro-inflamatorias) a anti-inflamatorio. Además es importante destacar que este 

efecto es específico de ApoE, ya que la apolipoproteína AI (también presente en HDL), fue 

incapaz de modificar el fenotipo de los macrófagos (Baitsch et al. 2011).  

Este papel de ApoE como molécula inmunomoduladora ya había sido sugerido a 

finales de la década de 1970 y principios de 1980, cuando varios grupos describieron un 
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receptor que se hallaba sobre la superficie de los linfocitos y que era capaz de unirse a 

ApoE (Curtiss and Edgington 1978, Hui and Harmony 1980). Dicho receptor era capaz de inhibir la 

activación in vitro de linfocitos inducida por el mitógeno fitohemaglutinina (PHA), 

inhibiendo la acumulación de calcio intracelular y la síntesis de ADN (Mahley et al. 1984). Esta 

inhibición en la activación y proliferación de los linfocitos T se veía reflejada también en 

una disminución en la expresión de IL-2 (Kelly et al. 1994), por lo cual los linfocitos quedaban 

detenidos en la transición entre los estadios G1A y G1B del ciclo celular (Mistry et al. 1995). 

Laskowitz demostró en el año 2000 que ApoE, a concentraciones fisiológicas, inhibía la 

proliferación linfocitaria in vitro inducida por estimulación directa del receptor de las 

células T con anti-CD3, por estimulación no específica con PHA, y por estimulación 

antígeno-específica con toxoide tetánico. En vista de estos resultados, Laskowitz sugirió 

que era poco probable que ApoE actuase neutralizando el mitógeno, sino que sería más 

razonable que estuviera modulando la función inmune a través de un receptor específico 

sobre la superficie celular (Laskowitz et al. 2000). En 2005, Ali y colaboradores demostraron 

que ApoE suprimía las respuestas inmunes del tipo Th1, modulando la producción de IL-12 

a través de TLR-3 y TLR-4 (Ali et al. 2005).  

Existen también evidencias que vinculan a ApoE con elementos de la respuesta 

inmune innata, reforzando la hipótesis de que tiene una función inmunomoduladora. En 

1991 se sugirió que ApoE era capaz de inhibir la estimulación de neutrófilos por cristales 

de urato en las articulaciones de los pacientes que padecen gota, a través de la unión a 

dichos cristales (Terkeltaub et al. 1991). Unos años después, Roselaar y colaboradores 

demostraron que los ratones deficientes en ApoE desarrollaban una respuesta inmune 

defectuosa frente a Listeria monocytogenes, presentando una mayor severidad de la 

infección y un menor índice de supervivencia respecto a los controles (Roselaar and 

Daugherty 1998). Por otra parte, se ha puesto en evidencia que ApoE disminuye los niveles 

de citocinas pro-inflamatorias inducidas por lipopolisacárido (LPS), reduciendo de esta 

manera su efecto letal (Van Oosten et al. 2001). 

Pero las funciones de ApoE no sólo se limitan a modular respuestas inmunes y 

participar en el metabolismo de lípidos. La apolipoproteína E tiene además una importante 

función ateroprotectora, que es independiente de su efecto sobre el metabolismo de 

lípidos. En 1997, Fazio y colaboradores realizaron experimentos de trasplante de médula 

ósea en ratones WT, utilizando como donantes ratones WT o deficientes en ApoE. 
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Observaron que cuando se reconstituía la expresión de ApoE por trasplante de médula 

ósea de ratones WT, y posteriormente se administraba una dieta aterogénica durante 13 

semanas, las lesiones ateroscleróticas eran menos severas que en aquellos ratones que 

habían recibido la médula ósea de ratones deficientes en ApoE, sin verse afectados los 

niveles de lipoproteínas plasmáticas o colesterol (Fazio et al. 1997). Este efecto 

ateroprotector de ApoE se debe a que esta apolipoproteína ejerce funciones 

antioxidantes, inhibe la proliferación y migración celular, inhibe la agregación plaquetaria y 

tiene funciones anti-inflamatorias.  

Son numerosas las evidencias que demuestran la función ateroprotectora de ApoE. 

Se ha sugerido que ApoE podría actuar como un inhibidor de la oxidación de las moléculas 

de LDL, posiblemente a través de la unión a iones de metal, como el cobre y el hierro, 

evitando de esa manera su participación en el proceso oxidativo (Miyata and Smith 1996, 

Pham, Kodvawala and Hui 2005). Por otra parte, ApoE inhibe la proliferación de las células del 

músculo liso a través de la activación de la enzima óxido nítrico sintasa, como así también 

la migración de estas células por un mecanismo en el cual interviene la protein-kinasa A 

dependiente de AMP cíclico (Zhu and Hui 2003, Getz and Reardon 2009). Se ha sugerido también 

que las moléculas de ApoE secretadas por los macrófagos y retenidas en la superficie 

celular por interacción con los proteoglicanos pericelulares modulan la disponibilidad de 

citocinas y factores de crecimiento que pueden actuar sobre las células endoteliales, 

siendo capaces de inhibir su proliferación (Vogel et al. 1994). Riddell y colaboradores 

postulan que ApoE inhibe la agregación plaquetaria a través de la interacción con el 

receptor apoER2. Esto pone en marcha una cascada de señalización que conduce 

finalmente a una activación de la enzima óxido nítrico sintasa (NOS) (Riddell, Graham and 

Owen 1997). También se ha demostrado que ApoE promueve la maduración de las 

partículas de HDL, actuando como co-factor de enzimas que intervienen en dicho proceso. 

Entre ellas se hallan LCAT, CETP y la lipasa hepática (Getz and Reardon 2009). Por último, en el 

año 2003 se demostró que la inyección en ratones por vía intravenosa de un pequeño 

péptido mimético de ApoE disminuyó la respuesta inflamatoria sistémica y local en el 

cerebro de los animales en los que se había administrado LPS (Lynch et al. 2003). Más 

específicamente, el péptido mimético inhibió la liberación de TNFα e IL-6 inducida por LPS. 

Esto apoya el papel de ApoE como molécula anti-inflamatoria.  
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Otra función que se ha adjudicado a ApoE es la participación en la presentación de 

antígenos lipídicos. Este tipo de antígenos son presentados a un tipo especial de células T, 

con marcadores característicos de células natural killer (células NKT), a través de CD1, una 

molécula no polimórfica estructuralmente parecida a las moléculas MHC de clase I. Las 

células NKT se localizan fundamentalmente en timo, hígado, médula ósea y órganos 

linfoides periféricos (Singh et al. 2001). Estas células NKT responden tanto a antígenos 

lipídicos derivados de bacterias exógenas, como a lípidos endógenos presentados por 

células presentadoras de antígeno, activando mecanismos inmunológicos tanto de tipo 

innato como adaptativo. Se ha sugerido que las células dendríticas y las células B utilizan el 

receptor de LDL para captar las moléculas de ApoE que se hallan unidas a antígenos 

lipídicos (ya sea en forma de VLDL o como apolipoproteínas libres, sin asociarse en 

complejos lipoproteicos), endocitarlas y posteriormente presentar dichos antígenos a las 

células NKT (Allan et al. 2009). Al reconocer el antígeno lipídico, las células NKT secretan 

grandes cantidades de IFNγ e IL-4 (Zhang et al. 2010). Esta presentación de lípidos mediada 

por CD1 ha sido implicada en enfermedades autoinmunes como la esclerosis múltiple 

(Fazekas et al. 2001, Teige et al. 2004).  

Tal como se muestra en la figura 4, ApoE ejerce múltiples funciones 

ateroprotectoras. Como consecuencia, ApoE está involucrada en patologías relacionadas 

con el metabolismo lipídico. Sin embargo, también ha sido implicada en la enfermedad de 

Alzheimer (Kim, Basak and Holtzman 2009), la esclerosis múltiple (Shi et al. 2008) y la psoriasis 

(Coto-Segura et al. 2010). En la mayoría de los casos, la presencia del polimorfismo apoE4 se 

asocia con un mayor riesgo de enfermedad (Gaidukov et al. 2010). Ophir y colaboradores han 

llevado a cabo experimentos con ratones que expresan dos de las isoformas humanas de 

ApoE, apoE3 y apoE4. Observaron que, tras la administración intracerebral de LPS, los 

ratones transgénicos (Tg) para el alelo E4 produjeron un nivel mucho más elevado de 

citocinas pro-inflamatorias con respecto a los ratones Tg para el alelo E3 (Ophir et al. 2005). 

Esto se asocia con la mayor susceptibilidad a enfermedades neurodegenerativas 

observada en las personas portadoras de este alelo (Gaidukov et al. 2010).  
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Figura 4: Múltiples funciones de la apolipoproteína E. 

 

 

 

6.1) Modelo experimental de aterosclerosis 

Las mutaciones en el gen de ApoE tienen como resultado la generación de una 

apolipoproteína incapaz de unirse a los receptores celulares que la reconocen, o una 

deficiencia total de ApoE. A esta patología se la denomina disbetalipoproteinemia (o 

hiperlipoproteinemia tipo III). Este trastorno metabólico se caracteriza por altos niveles de 

VLDL, colesterol total y triglicéridos, y por el desarrollo acelerado de aterosclerosis (Hasty et 

al. 1999, Schaefer 2009). A través de la técnica de disrupción génica en células madre 

embrionarias se creó un modelo murino de disbetalipoproteinemia humana, en el cual los 

ratones son deficientes en ApoE (Piedrahita et al. 1992). Estos ratones tienen una 

colesterolemia basal hasta 5 veces más elevada que los ratones de la misma cepa sin dicho 

defecto genético, con un predominio de las fracciones lipoproteicas LDL y VLDL, y una 

disminución de la HDL (la fracción mayoritaria en los ratones normales). Además, estos 

ratones ApoE-/- desarrollan espontáneamente lesiones ateroscleróticas en la pared 

vascular. A diferencia de los ratones wild type (cepa silvestre), los cuales son muy 

resistentes a cualquier aumento de colesterolemia inducido por dieta, en los ratones ApoE 

-/- la administración de una dieta hipercolesterolémica aumenta los niveles de colesterol 

total y éstos desarrollan lesiones ateroscleróticas más severas, dada su incapacidad de 

producir ApoE (Bobkova et al. 2004).  

 Este modelo de ratones deficientes en ApoE es muy útil para dilucidar los 

mecanismos inmunológicos por los cuales esta apolipoproteína ejerce sus funciones 
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inmunomoduladoras (tanto en enfermedades autoinmunes como cardiovasculares). 

Previamente se ha demostrado que los macrófagos de ratones deficientes en ApoE, 

cuando son activados in vitro, presentan niveles más elevados de citocinas pro-

inflamatorias, moléculas MHC II y moléculas co-estimuladoras, con respecto a los ratones 

normales (Tenger and Zhou 2003). 
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OBJETIVOS  

La AR es una enfermedad autoinmune sistémica que se asocia con una alta tasa de 

mortalidad debida a eventos cardiovasculares, principalmente fenómenos de 

aterosclerosis (Carmona et al. 2010). Si bien los factores de riesgo tradicionales contribuyen a 

este mayor riesgo de eventos cardiovasculares, el ambiente inflamatorio asociado a la 

artritis reumatoide es un factor de riesgo adicional clave, acelerando el desarrollo de 

lesiones ateroscleróticas (Ku et al. 2009, Pieringer and Pichler 2011). Los pacientes con AR activa 

suelen presentar perfiles lipídicos alterados, con bajos niveles de HDL, altos niveles de 

triglicéridos, hipercolesterolemia y disfunción endotelial (Gonzalez-Gay et al. 2005, Pieringer 

and Pichler 2011). Además se ha demostrado que un gran porcentaje de las partículas de 

HDL presentes en el suero de pacientes que padecen AR son disfuncionales y, por ende, 

pro-inflamatorias (McMahon et al. 2006). 

ApoE es una apolipoproteína que participa en el metabolismo de lípidos (Greenow et 

al. 2005), formando parte de los quilomicrones y de las lipoproteínas VLDL y HDL. Su papel 

en el control de la aterosclerosis se evidencia por el desarrollo de lesiones ateroscleróticas 

en ratones deficientes en ApoE (ApoE-/-) los cuales tienen bajos niveles de HDL y altos de 

colesterol y LDL. Por el contrario, los ratones normales (WT) son resistentes a esta 

patología, incluso en presencia de dietas hipercolesterolémicas (Bobkova et al. 2004). 

Se ha observado que ApoE tiene también un papel inmunomodulador (Laskowitz et 

al. 2000, Ali et al. 2005) lo que convierte a los ratones ApoE-/- en un modelo atractivo para 

evaluar la repercusión de esta lipoproteína en modelos de inflamación crónica. La 

disponibilidad de ratones deficientes en ApoE en el fondo genético B10.RIII (H-2r), que los 

hace susceptibles al desarrollo de artritis inducida por colágeno tipo II (AIC), nos permite 

estudiar el papel de ApoE en el modelo experimental considerado como el prototipo de la 

artritis reumatoide. Al mismo tiempo podríamos evaluar cómo influyen las alteraciones 

lipídicas, ocasionadas por la ausencia de ApoE, en la inflamación crónica. Finalmente 

podríamos analizar si la presencia de artritis altera el curso de la aterosclerosis en los 

ratones predispuestos a esta patología.  

En base a todo ello, los objetivos concretos que nos hemos planteado en el 

siguiente proyecto de tesis doctoral han sido los siguientes: 
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1) Analizar la influencia de la deficiencia en ApoE sobre la evolución de la artritis 

en ratones con un trasfondo genético susceptible al desarrollo de AIC. 

2) Evaluar si el desarrollo de artritis en los ratones deficientes en ApoE influye 

sobre la evolución clínica de la aterosclerosis. 

3) Comprobar el efecto de la dieta hipercolesterolémica sobre el desarrollo de 

artritis en ratones deficientes o no en ApoE. 

4) Estudiar si el desarrollo de artritis en ratones deficientes en ApoE y controles 

altera el perfil lipídico y las propiedades pro o anti-inflamatorias de las 

partículas de HDL. 
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1) MATERIAL BIOLÓGICO 

1.1) Animales de experimentación 

1.1.1) ESTIRPES DE RATONES 

En el presente trabajo se utilizaron las estirpes de ratones que se detallan a continuación: 

Ratones consanguíneos 

 B10.RIII (B10.RIII.WT), suministrados por Harlan Olac (Inglaterra). El haplotipo MHC 

de estos ratones es H-2r/r, lo cual los hace susceptibles al desarrollo de artritis por 

colágeno (AIC), tras inmunización con colágeno de tipo II (CII) de origen bovino. 

Ratones deficientes 

 B6 deficientes en ApoE (B6.129P2-Apoetm1Unc/Crl) (B6.ApoE-/-), suministrados por 

Charles River (USA). Estos ratones fueron generados por N. Maeda y colaboradores 

(Piedrahita et al. 1992) mediante inactivación del gen de ApoE al reemplazar la región 

codificante del mismo por el gen de resistencia a la neomicina. En estos ratones el 

MHC es de haplotipo H-2b/b y, por lo tanto, resistente a AIC por CII bovino. 

 B10.RIII deficientes en ApoE (B10.RIII.ApoE-/-), obtenidos en nuestro laboratorio 

mediante retrocruzamiento sucesivo, hasta llegar a la 10ª generación, de ratones 

B6.ApoE-/- con ratones B10.RIII.WT. Después de cada cruce, los heterocigotos ApoE+/- 

se seleccionaron por amplificación del ADN genómico (ver apartados 2.3 y 3.1). Los  

heterocigotos B10.RIII.ApoE+/- finalmente obtenidos se cruzaron entre sí, 

seleccionándose los homocigotos B10.RIII.ApoE-/-, en los cuales se comprobó la 

presencia de un haplotipo H-2r/r que los hacía susceptibles a AIC con CII bovino. 

1.1.2) MANTENIMIENTO Y MANIPULACIÓN DE LOS ANIMALES 

Todos los animales utilizados en este trabajo fueron mantenidos y manipulados en 

las instalaciones del Servicio de Estabulación de Animales de la Facultad de Medicina de la 

Universidad de Cantabria. Las cepas convencionales de ratones se mantuvieron en cuartos 

con sistemas de ventilación y renovación de aire no estéril. La manipulación se realizó 

siguiendo en todo momento las normas éticas de experimentación con animales 

especificadas en el Real Decreto 1201/2005 (BOE nº 252) del 10 de Octubre de 2005.  
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Cuando fue necesaria una sedación ligera, los ratones fueron anestesiados por 

inhalación de vapores de éter dietílico (Panreac), dentro de una campana de extracción de 

gases. En el caso de la inmovilización más prolongada para tomar radiografías de las patas, 

se les inyectaron por vía intraperitoneal (i.p.) 40-50 µl de una mezcla anestésica 

compuesta por 3 mg de Ketamina (Ketolar®, Parke-Davis), 300 ng de Diazepam (Valium®, 

Roche) y 60 ng de Atropina sulfato (B. Braun Medical) (dosis aproximadas, por ratón, para 

animales de 21-25 g de peso corporal). Los ratones fueron alimentados con pienso 

balanceado y agua ad libitum. Cuando el experimento lo requirió, algunos grupos fueron 

alimentados con dieta suplementada con 7,5 g/kg de colesterol (dieta 

hipercolesterolémica o dieta HC) (S8822-E010, Ssniff®, Alemania). 

 

2) OBTENCIÓN DE MUESTRAS BIOLÓGICAS 

2.1) Suero 

Luego de anestesiar a los ratones con éter dietílico (Panreac), se extrajeron unos 

200 µl de sangre venosa mediante punción del seno retroorbitario. Esta sangre se 

mantuvo durante toda la noche a 4°C, o durante unas horas a TA, para permitir la 

retracción del coágulo. Posteriormente el suero se obtuvo por centrifugación durante 5’ a 

6500 rpm. Las muestras se almacenaron a -20°C hasta el momento de su uso. 

2.2) Suspensiones celulares 

Tras sacrificar al ratón por dislocación cervical, se extrajeron los ganglios linfáticos 

inguinales y paraaórticos, y se mantuvieron en PBS a 4°C. A continuación fueron 

macerados en PBS estéril y las suspensiones celulares se lavaron en PBS-1% BSA mediante 

centrifugación a 2000 rpm durante 3’ a 4°C. Luego las células se resuspendieron en PBS-1% 

BSA para su recuento en una cámara de Neubauer. Las células muertas se descartaron 

mediante exclusión con Azul Tripan (GIBCO®, Invitrogen).  

Estas suspensiones celulares fueron utilizadas tanto para la caracterización 

fenotípica, mediante citometría de flujo, como para los ensayos de cultivo celular. 
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2.3) ADN genómico 

El ADN genómico se extrajo a partir de tejido, utilizando un kit comercial (High 

Pure PCR Template preparation kit, Roche) y siguiendo las recomendaciones del 

proveedor. Brevemente, se obtuvieron fragmentos de 3-5 mm del extremo de la cola de 

ratones de 4 semanas de edad. El tejido se lisó por incubación con un tampón de lisis y en 

presencia de la enzima Proteinasa K. Posteriormente se hizo pasar la solución por unas 

columnas (provistas en el mencionado kit) que poseen un filtro que retiene el ADN. Por 

último, se procedió al lavado con diversos tampones, con el fin de eliminar contaminantes 

de la PCR, sales, proteínas y otras impurezas, y poder así eluir el ADN en una solución 

tampón adecuada. Todos los tampones utilizados durante la extracción del ADN genómico 

fueron provistos con el kit comercial. 

 

2.4) ARN total a partir de órganos de ratón 

 Tras sacrificio de los ratones, se extrajeron los órganos de interés (ganglios, manos, 

patas), conservándolos a -80°C hasta el momento de su utilización. Para la obtención de 

ARN, las muestras se congelaron, agregando nitrógeno líquido, y se homogeneizaron en un 

mortero de porcelana. El homogeneizado se mezcló con una solución de fenol e 

isotiocianato de guanidina (Trizol®, Invitrogen), con el fin de lisar las membranas celulares. 

Posteriormente se agregó cloroformo y se centrifugaron los homogeneizados. De esa 

manera, la solución quedó separada en una fase acuosa y una fase orgánica. Dado que el 

ARN se mantiene exclusivamente en la fase acuosa, se recogió dicha fase y se precipitó el 

ARN con isopropanol. A continuación se hicieron lavados de la muestra y el ARN 

precipitado fue resuspendido en agua DEPC (SERVA). Por último se incubaron las muestras 

a 55°C durante 5´, para lograr una completa disolución del ARN en el agua DEPC. Se 

determinó la concentración de ARN en cada muestra midiendo su absorbancia a 260 nm (y 

teniendo en cuenta la relación A260/A280 como indicador de la pureza del ADN). 

 

3) TÉCNICAS 

 

3.1) Determinación del genotipo de los animales por PCR 
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Para genotipar a los ratones obtenidos de los diferentes cruces, se utilizó la 

reacción en cadena de la polimerasa (PCR) con ADN obtenido a partir de fragmentos de 3-

5 milímetros de la cola de ratones de 4 semanas de edad (ver apartado 2.3). 

Para la amplificación por PCR se preparó una mezcla de reacción que consistió en 

2,5 mM de MgCl2 (Bioline), 0,25 mM de cada dNTP (Bioline), 0,5 µM de cebadores, 0,2 U 

de enzima BioTaq DNA Pol (Bioline) y 2 µl de ADN, en un volumen final de 20 µl. El 

programa de amplificación se desarrolló en un termociclador Verity Thermal Cycler 

(Applied Biosystems). La información acerca de los cebadores utilizados para dicha 

amplificación se detalla en la tabla 1. 

Reacción de PCR Cebador Secuencia (5´-3´) 

Genotipado ratones ApoE 

180 GCCTAGCCGAGGGAGAGCCG 

181 TGTGACTTGGGAGCTCTGCAG 

182 GCCGCCCCGACTGCATCT 

 

Tabla 1: Cebadores utilizados para PCR convencional. 

 

La reacción de amplificación consistió en un paso de desnaturalización inicial del 

ADN a 94°C por 3´, seguido por 30 ciclos de 20´´ a 94°C, 40´´ a 68°C y 1´ a 72°C, culminando 

con un paso de extensión adicional a 72°C por 10´. 

Para visualizar el resultado de la reacción de amplificación se realizó una 

electroforesis en gel de agarosa al 1% en TBE-0,5%, que contenía un volumen 1:20.000 de 

una solución marcadora de ácidos nucleicos (RedSafe, Intron Biotechnology). Como 

marcador de peso molecular se utilizó un marcador de 100 a 1000 pb (EZ Load 100 bp 

Molecular Ruler, BIORAD). Las bandas de ADN se visualizaron exponiendo el gel a radiación 

ultravioleta (UV) en un equipo documentador de imágenes (Gel Doc, BioRad). De esta 

manera, en los ratones WT sólo se observó una banda a 155 pb, en los ApoE-/- una a 245 

pb, mientras que en los ApoE+/- dos bandas, una a 155 pb y otra a 245 pb (Figura 1). 

 

                1           2           3          4 

 

 

Figura 1: Determinación del genotipo por PCR convencional. Calle 

1: Marcador de peso molecular (EZ Load 100 bp Molecular Ruler, 

BIORAD), Calle 2: Control ApoE
+/+

 (WT), Calle 3: Control ApoE
+/-

 , 

Calle 4: Control ApoE
-/-

 .    
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3.2) Modelo experimental de artritis inducida por colágeno (AIC) 

3.2.1) INDUCCIÓN DE ARTRITIS 

Para la inducción de artritis por colágeno (AIC), se administró colágeno de tipo II 

(CII) bovino a ratones machos de la cepa B10.RIII, portadores del haplotipo H-2r/r, lo cual 

los hace susceptibles al desarrollo de artritis. El CII purificado, suministrado por la Dra. 

Marie Griffiths (Department of Rheumatology, University of Utah, Salk Lake City, Utah, 

USA), se extrajo del cartílago sinovial de terneros mediante métodos de preparación y 

purificación previamente descritos (Wooley et al. 1985, Stuart, Townes and Kang 1985). Para su 

administración, el CII se disolvió en ácido acético 0,05 M, a una concentración de 2 mg/ml. 

Esta solución se mantuvo en agitación constante toda la noche a 4°C. Luego se realizó una 

emulsión fría con adyuvante completo de Freund (CFA, 4 mg/ml Mycobacterium 

tuberculosis; Chondrex), empleando volúmenes equivalentes de CII y CFA, inyectándose 

150 µl (150 µg de CII) de la emulsión por vía subcutánea (s.c.) en la base de la cola de 

ratones de entre 8 y 12 semanas de edad. En algunos experimentos se administró PBS 

emulsionado en CFA, como control negativo. 

3.2.2) VALORACIÓN CLÍNICA 

Para valorar el comienzo de la artritis, así como el desarrollo y evolución de la 

misma, se examinaron las extremidades de los ratones una vez por semana, desde la 

semana 3 hasta la 8-12 post-inmunización (p.i.), momento en que se procedió a su 

sacrificio. La severidad de la patología en cada una de las cuatro extremidades se 

determinó mediante un protocolo previamente descrito (Wooley et al. 1985). Según este 

protocolo, se asigna a cada pata un valor del 0 al 3, siguiendo los siguientes criterios: 0= 

normal, 1= enrojecimiento e inflamación de las articulaciones de los dedos, 2= 

enrojecimiento e inflamación del carpo/tarso, 3= anquilosis de la articulación afectada. El 

score clínico utilizado para el análisis estadístico es la suma de los valores de afectación en 

cada una de las patas, por lo cual el rango de severidad de la artritis en cada animal varía 

entre 0 (ausencia de artritis) y 12 (artritis con anquilosis en las cuatro extremidades). 

3.2.3) VALORACIÓN RADIOLÓGICA 

En ratones anestesiados con una mezcla de ketamina, diazepam y atropina (ver 

apartado 1.1.2) se tomaron radiografías de las 4 patas. Para ello se utilizó una fuente de 

Rayos X de 70 Kw y con una exposición de 90 ms (Trophy Irix X-Ray System; Kodak Spain, 
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Madrid). Las imágenes se digitalizaron usando un software de imagen (Trophy Digital 

Imagining system), valorándose 4 tipos de lesiones radiológicas en las imágenes obtenidas: 

a) Inflamación de tejidos blandos (edema), b) osteopenia yuxtaarticular debida a 

alteraciones en la densidad ósea, c) estrechamiento o desaparición del espacio articular, y 

d) irregularidades de la superficie ósea, por erosiones marginales o neoformación de tejido 

óseo periostial. Cada una de estas lesiones fue cuantificada según la siguiente escala:  

* 0- ausencia de lesiones.  

* 1- local: afectación de la articulación de un dedo o del carpo/tarso. 

* 2- difusa: afectación de dos o más dedos y/o dos o más articulaciones en dedos 

distintos, en el carpo o en el tarso. 

Sumando los valores de afectación en cada una de las cuatro patas se obtuvo un 

score de severidad radiológica de 0 a 8. 

3.2.4) PROCESAMIENTO PARA ESTUDIO HISTOLÓGICO DE LAS ARTICULACIONES 

Para determinar el grado de afectación articular tras la inducción de AIC se 

realizaron estudios histológicos de las patas. Los animales fueron sacrificados mediante 

dislocación cervical, y sus patas delanteras y traseras fueron fijadas en formol tamponado 

al 4% durante 24 horas. A continuación se introdujeron en una solución descalcificadora 

(ácido fórmico al 4% y ácido clorhídrico al 4%) durante 48 horas. Posteriormente se realizó 

otra fijación en formol durante 24 horas más. Al quinto día las muestras fueron 

deshidratadas en alcohol y xilol a concentraciones crecientes desde el 70% hasta el 100% y 

finalmente se incluyeron en parafina. Secciones de 5 µm de grosor se tiñeron con 

hematoxilina-eosina (H&E) usando métodos convencionales (Bancroft and Bellairs 1977) y se 

valoraron con un microscopio óptico (Nikon, Eclipse E400), tomando fotografías con el 

objetivo de 10X. 

 

3.3) Cuantificación de los niveles séricos de anticuerpos anti-CII por ELISA 

Se valoraron los niveles de anticuerpos anti-CII en el suero de los ratones 

inmunizados con CII-CFA por ELISA. Para ello, se incubaron placas de ELISA (Maxisorp, 

Nunc) durante toda la noche (o/n) a 4°C con CII (20 µg/ml), disuelto en tampón Tris-HCl 

0,05 M a pH 7,5; NaCl 0,2 M que favorece la unión del Ag a la placa. Se hicieron varios 

lavados con PNT (Solución 6,84 mM Na2HPO4 + 3,17 mM NaH2PO4, a pH 7,2; 0,2 M NaCl; 

0,05% Tween-20) y luego las placas fueron incubadas durante al menos 2 horas con 
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solución de bloqueo (PNT-1% BSA), para saturar los sitios de uniones inespecíficas. Luego 

se lavaron con PNT y se añadieron los sueros experimentales, por duplicado, en un rango 

de diluciones entre 1:1000 y 1:2000 dependiendo de la inmunoglobulina a detectar. Como 

control positivo y para la realización de la curva patrón se utilizó una mezcla de sueros 

testada previamente con niveles elevados de anticuerpos anti-CII. La incubación se realizó 

durante 3 horas a TA. Las placas, previamente lavadas, fueron luego incubadas durante 3 

horas con anticuerpos específicos frente a IgG1 e IgG2a murinas, conjugados a fosfatasa 

alcalina (SIGMA). La reacción enzimática se valoró tras añadir una dilución de pNPP (4-

nitrophenyl phosphate disodium salt hexahydrate, SIGMA) como sustrato para la fosfatasa 

alcalina, utilizando un equipo Multiskan® FC (Thermo Scientific) con un filtro de 405 nm. 

Los datos obtenidos, a los que se les restó el blanco, fueron representados en U/ml, 

interpolando a partir de los valores de concentración de la curva patrón. 

 

3.4) Estudio de las subpoblaciones celulares de los órganos linfoides. 

3.4.1) CARACTERIZACIÓN DE LA SUBPOBLACIÓN LINFOCITARIA iTreg 

Para el estudio de la subpoblación linfocitaria iTreg, las células obtenidas de los 

ganglios inguinales y paraaórticos (ver apartado 2.2) se incubaron inicialmente durante 10´ 

a TA con una dilución 1:100 del sobrenadante de cultivo IgG2b de rata anti-FcRII 

(hibridoma H2B4, clon 2.4G2), para bloquear los receptores de Fc. Luego se marcaron 

extracelularmente con un anticuerpo monoclonal anti-CD4-PerCP-Cy5.5 (dilución 1:500) y 

otro anti-CD25-APC (dilución 1:500) durante 30’ a 4°C. A continuación se hizo un lavado 

con PBS y se procedió a incubar las células con una solución fijadora/permeabilizadora 

(eBioscience) durante toda la noche a 4°C. Al día siguiente se lavaron las células con PBS y 

se hizo un marcaje intracelular con un anticuerpo anti-Foxp3-PE (dilución 1:50), incubando 

las células durante 30’ a 4°C. Los detalles de los anticuerpos monoclonales utilizados para 

la caracterización de esta población linfocitaria por citometría de flujo se detallan en la 

tabla 2. 

Por último, las células se lavaron con PBS y se resuspendieron en 250 µl de PBS. La 

subpoblación celular iTreg fue caracterizada por citometría de flujo (FACScanto II, Becton-

Dickinson). El programa utilizado para el análisis de estas poblaciones fue el FACSDiva (BD 

Biosciences). 
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Anticuerpo Isotipo Clon Fluorocromo 

Anti-CD4 murino IgG2b, κ de rata (Lewis) GK1.5 PerCP-Cy5.5 

Anti-IL-17A murina IgG1, к de rata TC11-18H10 PE 

Anti-IFNγ IgG1, к de rata XMG1.2 FITC 

Anti-CD25 IgG1, λ de rata PC61.5 APC 

Anti-Foxp3 IgG2a, к de rata FJK-16S PE 

 
Tabla 2: Anticuerpos utilizados para caracterizar las poblaciones linfocitarias por citometría de flujo. Los anticuerpos 

anti-CD4, CD25 e IL-17A Fueron adquiridos en BD Pharmingen, mientras que los anticuerpos anti- Foxp3 e IFNγ 

fueron adquiridos en eBioscience. 

 

3.4.2) CARACTERIZACIÓN DE LAS SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS Th1 Y Th17 

Con el fin de estudiar las subpoblaciones celulares Th1 y Th17, se hicieron cultivos 

de las células de los ganglios (obtenidas siguiendo el protocolo descrito en el apartado 2.2) 

en placas de 48 pocillos, a una densidad de 2.106 células/pocillo y en presencia de 50 

ng/ml de PMA (Phorbol 12-myristate 13-acetate, SIGMA) y 750 ng/ml de Ionomicina 

(Ionomycin, free acid, S. Conglobatus; Calbiochem) a 37°C. El medio de cultivo utilizado fue 

RPMI 1640 (GIBCO®, Invitrogen) suplementado con 10% de suero fetal bovino, HEPES, L-

glutamina, penicilina-streptomicina, β-mercaptoetanol y piruvato sódico (SIGMA). Luego 

de 2 horas se agregó 0,8 µl/ml de Brefeldina A (GolgiPlug, BD Biosciences) y se volvieron a 

incubar las células a 37°C durante 2 horas más. 

A continuación se bloquearon los receptores de Fc por incubación de las células 

durante 10´ a TA, con una dilución 1:100 del sobrenadante de cultivo IgG2b de rata anti-

FcRII (hibridoma H2B4, clon 2.4G2). Luego se añadió un anticuerpo monoclonal anti-CD4-

PerCP-Cy5.5 (dilución 1:500). Tras una incubación de 30’ a 4°C en oscuridad, las células se 

lavaron dos veces con PBS y se incubaron con una solución fijadora/permeabilizadora 

(Cytofix/Cytoperm, BD Biosciences) a 4°C o/n. Al día siguiente, luego de un lavado con 

tampón de permeabilización (10X permeabilization buffer, eBioscience), las suspensiones 

celulares fueron incubadas con anticuerpos monoclonales anti-IL-17-PE y anti-IFNγ-FITC 

(dilución 1:50) durante 30’ a 4°C. Los detalles de los anticuerpos monoclonales utilizados 

para la caracterización de estas dos poblaciones linfocitarias por citometría de flujo se 

detallan en la tabla 2. 
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Tras el marcaje intracelular con los AcM, las células se lavaron con PBS y se resus-

pendieron en 250 µl de PBS. Las subpoblaciones celulares Th1 y Th17 se caracterizaron por 

citometría de flujo (FACScanto II, Becton-Dickinson), y utilizando posteriormente el 

programa FACSDiva (BD Biosciences) para el análisis de las subpoblaciones.  

 

3.5) Estudio de la expresión de citocinas por PCR cuantitativa (qPCR) a tiempo real 

3.5.1) RETROTRANSCRIPCIÓN 

 Para obtener ADNc a partir del ARN purificado, se realizó una reacción de 

retrotranscripción. Para ello se mezclaron 5 µg de ARN con dNTPs, random primers, DTT, 

inhibidor de ARNasas, y transcriptasa reversa (SuperScript® II RT, Invitrogen), llevando 

cada muestra a un volumen final de 20 µl. La reacción de retrotranscripción consistió en 

los siguientes pasos: 5´ a 65°C, 10´ a 25°C, 50´ a 42°C, con un paso final de 15´ a 70°C. 

3.5.2) AMPLIFICACIÓN DEL ADNc POR PCR CUANTITATIVA A TIEMPO REAL 

 Para la reacción de PCR cuantitativa (qPCR), se mezclaron 250-500 ng de ADNc con 

la premezcla de reacción (Premix Ex Taq 2X, TAKARA), la sonda de la citocina a analizar y la 

sonda de GAPDH, llevando la mezcla de reacción a un volumen final de 22 µl con agua 

estéril (de calidad para biología molecular). Las sondas Taqman específicas para cada 

citocina (Applied Biosystems) estaban conjugadas al fluorocromo FAM, mientras que la 

sonda Taqman específica para GAPDH (Eurogentec) estaba conjugada al fluorocromo HEX 

(Se pueden encontrar detalles de las sondas Taqman utilizadas en las tablas 3 y 4). 

 

Citocina Ref. librería sondas TaqMan (Applied Biosystems) 

IL-1β Mm00434228_m1 

IL-4 Mm00445259_m1 

IL-6 Mm00446190_m1 

IL-17A Mm00439619_m1 

IL-21 Mm00517640_m1 

TNFα Mm00443258_m1 

IFNγ Mm00801778_m1 

TGFβ1 Mm00441724_m1 
 
Tabla 3: Referencias de las citocinas utilizadas en los ensayos de qPCR para evaluar expresión génica (Applied 

Biosystems). Todas las citocinas fueron adquiridas conjugadas al fluorocromo FAM.   
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Gen Secuencia sonda-YY (5´-3´) Secuencia cebadores (5´-3´) 

GAPDH murina CGTGCCGCCTGGAGAAACCTGCC 
CAACCTGGTCCTCAGTGTAGC 

AATGTGTCCGTCGTGGATCTG 
 
Tabla 4: Cebadores y sonda utilizados como control de expresión constitutiva en los ensayos de qPCR para evaluar 

expresión génica (Eurogentec). La sonda está conjugada al fluorocromo HEX. 

 

 Se cargaron duplicados de cada muestra en placas de 96 pocillos y se llevó a cabo 

el siguiente protocolo de amplificación, en un termociclador Step One Plus (Applied 

Biosystems): 2´ a 50°C, 10´ a 95°C, seguido por 40-45 ciclos de  15´´ a 95°C y 1´a 60°C. El 

análisis de los resultados se realizó con el método de ΔΔCt, representando la expresión 

génica relativa de cada una de las citocinas, normalizada con respecto a la de GAPDH. 

 
3.6) Estudio de las lesiones ateroscleróticas 

 Para el estudio de las lesiones ateroscleróticas se disecó la aorta ascendente a nivel 

de los senos aórticos de los ratones de los distintos grupos de estudio. Una vez incluidos 

en parafina, se cortaron 8-10 secciones de 5 µm de grosor, a intervalos de 50 µm y se 

tiñeron con Hematoxilina y Eosina (H&E). El tamaño de la lesión fue determinado por 

morfometría, con la ayuda de un ordenador, y se expresó como el porcentaje de la 

superficie de la aorta ocupado por  las lesiones, aplicando la siguiente fórmula: (∑ del área 

de lesión / ∑ del perímetro interno total de la aorta) x 100. Para la caracterización celular 

de las lesiones ateroscleróticas, se detectaron los macrófagos por inmunohistoquímica, 

utilizando un anticuerpo monoclonal de rata anti-Mac2 conjugado a biotina (clon M3/38; 

Cedarlane Laboratories). Posteriormente se incubó con Streptavidina conjugada a HRP (BD 

Biosciences) y luego con di-amino bencidina (DAB) como sustrato (Dako Diagnostics). La 

coloración de contraste utilizada fue Hematoxilina y Eosina. El marcaje con Mac2 se 

expresó como el porcentaje de la superficie marcada dentro de la lesión (x 100).  

 

3.7) Determinación del perfil lipídico de los ratones 

3.7.1) DETERMINACIÓN DEL COLESTEROL TOTAL, LDL/VLDL Y HDL EN SUERO 

 Los niveles de colesterol total y de las fracciones lipídicas HDL y LDL/VLDL en suero 

de ratones fueron determinados a través de un método enzimático colorimétrico (ADVIA® 

Chemistry Systems, Siemens), a partir de 40 µl de muestra. 



MATERIAL Y MÉTODOS 43 

 

3.7.2) DETERMINACIÓN DE LOS NIVELES DE TRIGLICÉRIDOS EN SUERO 

Los niveles de triglicéridos en suero de ratones fueron determinados con un kit 

comercial basado en métodos enzimáticos colorimétricos (Triglycerides, GPO-POD, Liquid 

Spinreact), a partir de 10 µl de muestra, siguiendo las recomendaciones del proveedor. 

3.7.3) AISLAMIENTO DE LIPOPROTEÍNAS 

Dado que el volumen de suero obtenido de los ratones era insuficiente para aislar 

las lipoproteínas individualmente, se hicieron mezclas de 4-6 sueros de los diferentes 

grupos experimentales de ratones. 

El aislamiento de las fracciones lipoproteicas que contenían ApoB se llevó a cabo 

por ultracentrifugación secuencial (VLDL < 1,006 kg/L, LDL 1,019<d<1,063 kg/L), ajustando 

con KBr las soluciones a las que flota la fracción lipoproteica de interés (y habiendo hecho 

flotar previamente la fracción de densidad menor). Se utilizó un rotor vertical (NVT-65, 

Beckman) a 55.000 rpm a 10°C por 5 horas para purificar las lipoproteínas LDL y VLDL. La 

HDL (HDL 1,064<d<1,21 Kg/L) fue purificada por ultracentrifugación secuencial rápida 

utilizando un rotor vertical (NVT-65, Beckman) a 55.000 rpm a 10°C por 18 horas. Todas las 

soluciones utilizadas para la purificación de HDL estaban libres de EDTA y contenían 1 

mmol/L de Cl2Ca para conservar la actividad de la enzima PON1. 

3.7.4) DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES 

 La actividad enzimática de la PON1 se determinó a través de su actividad 

arilesterasa, medida a través de la hidrólisis de fenilacetato. Una unidad (U) de actividad 

arilesterasa equivale a 1 nmol de sustrato transformado por minuto. La actividad 

arilesterasa de la PON1 sensible a EDTA fue calculada restando la actividad arilesterasa 

resistente a EDTA. Esta última fue determinada utilizando 1 mmol/L de EDTA en el buffer 

de reacción, en vez de Cl2Ca, el cual fue utilizado para determinar la actividad arilesterasa 

total. 

 La actividad enzimática de PAF-AH se determinó con un kit comercial (Cayman 

Chemical), donde una unidad (U) de actividad PAF-AH equivale a 1 nmol de sustrato 

transformado por minuto. 
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3.7.5) ENSAYOS DE OXIDACIÓN EN LIPOPROTEÍNAS: MONITORIZACIÓN DE 

FORMACIÓN DE DIENOS CONJUGADOS 

 La capacidad antioxidante de la HDL se determinó incubando LDL humana con HDL 

purificada de cada grupo experimental, y midiendo luego el grado de oxidación de las 

lipoproteínas después de una incubación en condiciones oxidantes. Se utilizó LDL humana 

dado que es difícil obtener volúmenes adecuados de LDL de ratón, y ya que la oxidación de 

la LDL humana ha sido exhaustivamente estudiada. Las lipoproteínas purificadas fueron 

dializadas en PBS antes de ser utilizadas en los ensayos. 

 Para este ensayo se incubó LDL humana (0,1 mmol/L de fosfolípidos) en presencia 

de HDL murina purificada (0,13 mmol/L de fosfolípidos), igualando la cantidad de HDL en 

todos los grupos. Como control se incubó LDL humana en ausencia de HDL. Luego se 

agregaron 2,5 µmol/L de CuSO4, y se monitorizó la absorbancia a 234 nm durante 4 horas a 

30°C en un espectrofotómetro Biochrom 4060 equipado con un intercambiador de siete 

cubetas termostatizadas (Pharmacia LKB). La incubación de proteínas en presencia de un 

catalizador de la oxidación, como el CuSO4, produce una reestructuración de los dobles 

enlaces de los ácidos grasos poliinsaturados (PUFA), lo cual da lugar a la formación de 

dienos conjugados (dobles enlaces alternados con enlaces simples). Esta estructura puede 

puede ser detectada midiendo su absorbancia a 234 nm. Existen tres fases durante la 

oxidación: una fase de latencia o lag phase (donde las defensas antioxidantes de la 

lipoproteína actúan y la oxidación es lenta), una fase exponencial (donde la oxidación 

ocurre rápidamente), y una fase de descomposición (donde los sustratos oxidables de la 

lipoproteína se han oxidado, y los dobles enlaces se descomponen dando lugar a 

productos finales de la oxidación como peróxidos, hidróxidos, aldehídos y cetonas). Es 

decir que cuanto mayor es la lag phase, menor es la oxidación de la LDL (y mayor 

capacidad anti-oxidante de la HDL). En base a las mediciones a 234 nm se obtiene la fase 

lag relativa a la cinética de la LDL oxidada en ausencia de HDL. Y utilizando este resultado, 

se puede calcular el porcentaje de protección de oxidación de la LDL aplicando la siguiente 

fórmula: 

 

Este ensayo se hizo también emulando las condiciones fisiológicas, donde hay 2-3 

veces menos de HDL en los ratones deficientes en ApoE. Para ello se repitieron las mismas 
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condiciones del experimento, pero agregando 2-3 veces menos de HDL en el grupo de 

sueros de ratones ApoE-/-.  

3.8) Determinación de la concentración de ApoE en suero por ELISA 

Se valoraron por ELISA los niveles séricos de ApoE en los ratones inmunizados con 

CII-CFA, con/sin dieta hipercolesterolémica, optimizando las condiciones de ELISA descritas 

por Hirsch-Reinshagen V y colaboradores (Hirsch-Reinshagen et al. 2009). Para ello, las placas 

(Maxisorp, Nunc) se incubaron durante toda la noche (o/n) a 4°C con un AcM humano, 

WUE-4 (0,1 µg/ml) (Novus Biologicals), usando un tampón específico que favorece la unión 

a placa, BBC (0,15 M de Na2CO3; 0,35 M de NaHCO3; 0,03 M de NaN3; pH 9,6). Tras lavado 

con PBS, las placas se incubaron durante al menos 1 hora con solución de bloqueo (PBS-1% 

BSA). Luego se añadieron los sueros experimentales por duplicado (a dilución 1:2000). 

Para la curva patrón se usó un estándar de ApoE murino purificado (cedido por el Dr. Karl 

Weisgraber, Gladstone Institute of Neurological Disease, San Francisco, USA). La 

incubación se realizó o/n a TA. Luego las placas se lavaron con PBS y fueron incubadas 

durante 3 horas con un Ac de cabra anti-ApoE (1:8000) (Calbiochem). Posteriormente se 

incubaron las placas con un Ac anti-cabra-biotinilado (1:5000)  (Vector Laboratories) por 3 

horas a TA y, previo lavado de las mismas con PBS, se agregó  Streptavidina conjugada a 

fosfatasa alcalina (1:1500) (BD Pharmingen). La reacción enzimática se valoró tras añadir 

pNPP (4-nitrophenyl phosphate disodium salt hexahydrate, SIGMA) como sustrato para la 

fosfatasa alcalina, usando un equipo Multiskan® FC (Thermo Scientific) con un filtro de 405 

nm. A los datos obtenidos se les restó el blanco y fueron representados en μg/µl, 

interpolando a partir de los valores de concentración de la curva patrón. 

 

4) ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

El análisis estadístico de los datos se hizo utilizando un test t de Student para 

comparar dos grupos, y el test de Mann-Whitney como análisis posterior. Para comparar 

tres o más grupos se utilizó el One-way ANOVA y el test de Tukey como análisis posterior. 

Las diferencias fueron consideradas no significativas cuando p>0,05 (ns), significativas 

cuando p≤0,05 (*), muy significativas si p<0,01 (**) y altamente significativas cuando 

p<0,001 (***). Para interpolar datos a partir de una curva standard se utilizó el análisis de 

regresión no lineal. En todos los casos se utilizó el programa GraphPad Prism® 3.0. 
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1) LA AUSENCIA DE ApoE EN LOS RATONES B10.RIII.ApoE-/- AUMENTA LA 

SEVERIDAD DE LA AIC. 

Con el fin de determinar si la presencia en ApoE influye sobre la progresión clínica 

de la AIC, ratones B10.RIII (H-2r), deficientes en esta apolipoproteína o normales (wild 

type: WT) de 8-12 semanas de edad se inmunizaron con 150 µg de CII de origen bovino 

emulsionado en CFA. Semanalmente se monitorizó la severidad clínica de la artritis 

mediante examen de las extremidades en ambos grupos, completándose el seguimiento 

clínico con una valoración radiológica a las 4 y 8 semanas, y un examen 

anatomopatológico post-mortem entre las semanas 8 y 12 tras la inmunización.  

Tal como se puede observar en la Figura 1, la artritis en los ratones deficientes en 

ApoE mostró una mayor severidad clínica que en los ratones WT, y además tuvo un inicio 

más precoz.  
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Figura 1: Machos B10.RIII.WT y B10.RIII.ApoE
-/-

 de 8-12 semanas de edad se inmunizaron con CII-CFA. A) Incidencia 

acumulada de animales con AIC. Los resultados se expresan como la media ± SD del porcentaje de ratones 

afectados en las semanas indicadas post-inmunización, en tres experimentos independientes (26 ratones/grupo). B) 

Severidad clínica de AIC 8 semanas post-inmunización con CII-CFA. Se muestran resultados representativos de tres 

experimentos independientes. Se expresa la severidad clínica de cada ratón. Las barras representan el valor medio 

de dichos valores. Las diferencias estadísticas entre los ratones B10.RIII.WT y B10.RIII.ApoE
-/-

 se indican como: 

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ns: no significativo. 

 



52 RESULTADOS 
 

Esto se corroboró también a nivel radiológico, observándose un mayor grado de 

inflamación tisular (edema), alteraciones en la densidad ósea (osteopenia yuxtaarticular), 

estrechamiento o desaparición total del espacio articular y aparición de irregularidades en 

la superficie de los huesos (erosiones marginales) en los ratones deficientes en ApoE que 

en los controles WT inmunizados (Figura 2A), con diferencias estadísticamente 

significativas en los cuatro parámetros analizados (Figura 2D). También se hizo un estudio 

histológico de las articulaciones, observándose en los ratones inmunizados infiltración de 

células inflamatorias, formación de pannus, destrucción de cartílago y erosión ósea, siendo 

todas estas alteraciones mucho más severas en los animales ApoE-/- que en los ratones WT 

(Figuras 2C y 2D). 
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Figura 2: Lesiones radiológicas e histopatológicas de AIC en ratones B10.RIII.ApoE
-/-

 y WT. Se inmunizaron machos 

B10.RIII.WT y B10.RIII.ApoE 
-/-

 de 8-12 semanas de edad con CII-CFA. A) Imágenes radiológicas representativas de las 

patas delanteras de ratones B10.RIII.WT y B10.RIII.ApoE
-/-

 no inmunizados y 8 semanas post-inmunización. B) 

Severidad radiológica de cuatro parámetros expresados como la media ± SD de tres experimentos independientes 

(20-25 ratones/grupo). C) Histología representativa de las articulaciones (x10) de ratones B10.RIII.WT y 

B10.RIII.ApoE
-/-

 no inmunizados y 8 semanas post-inmunización. D) Severidad histológica de las articulaciones 8 

semanas post-inmunización expresado como la media ± SD del porcentaje de articulaciones atribuido a cada grupo 

de severidad, a partir de tres experimentos diferentes (20-25 ratones/grupo). En B y D las diferencias estadísticas 

entre los ratones B10.RIII.WT y B10.RIII.ApoE
-/-

 se indican como: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ns: no 

significativo. 
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2) EL PADECIMIENTO DE ARTRITIS EN RATONES B10.RIII.ApoE-/- NO 

MODIFICA SU PERFIL LIPÍDICO. 

Está descrito que los ratones ApoE-/- tienen niveles elevados de colesterol, LDL, 

VLDL y triglicéridos en sangre (Bobkova et al. 2004), y es por ello que se midieron los niveles 

en suero de estos parámetros antes de la inmunización y 8 semanas después. Los ratones 

ApoE-/- presentaron mayores niveles circulantes de colesterol total y triglicéridos que los 

ratones WT 8 semanas después de la inmunización con CII (p<0,001) (Figura 3). Estos 

mayores niveles de colesterol se debían principalmente a un aumento en la fracción 

LDL/VLDL. El desarrollo de AIC no modificó el perfil lipídico de los ratones de ambos grupos 

8 semanas después de la inmunización, siendo similar al observado antes de la 

inmunización (no se muestra).  
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Figura 3: Perfil lipídico en el suero de ratones durante el desarrollo de  AIC. Los niveles de colesterol total, HDL y 

VLDL/LDL (A) y los niveles de triglicéridos (B) fueron medidos en el suero de machos B10.RIII.WT y B10.RIII.ApoE
-/-

 a 

día 0 (no se muestra) y 8 semanas después  de la inducción de AIC. Se muestran resultados representativos de 3 

experimentos independientes expresados como la media ± SD (8-10 ratones/grupo). Las diferencias estadísticas 

entre los ratones B10.RIII.WT y B10.RIII.ApoE
-/-

 se indican como: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ns: no 

significativo. 

3) LA AUSENCIA DE ApoE MODIFICA EL PATRÓN DE RESPUESTA DE 

ANTICUERPOS anti-CII EN LOS RATONES INMUNIZADOS CON CII. 

Con el fin de estudiar la participación de las respuestas humorales y de los 

diferentes subtipos funcionales de células T CD4+ en el desarrollo de AIC acelerada en los 

ratones ApoE-/-, se cuantificaron los niveles de las subclases IgG1 e IgG2a anti-CII en el suero 

de los ratones WT y ApoE-/- a las 8 semanas de la inmunización con CII, mediante ELISA. La 
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producción de IgG1 anti-CII indica un patrón de respuesta de tipo Th2, mientras que la 

IgG2a se asocia al patrón Th1.  

En ambos grupos de ratones se desarrolló una marcada respuesta humoral frente 

al CII. Sin embargo, mientras que los niveles de IgG2a anti-CII fueron similares entre ambos 

grupos (Figura 4A), los de IgG1 anti-CII estaban claramente reducidos en los ratones 

deficientes en ApoE con respecto a los WT (Figura 4B).  La respuesta inmune anti-CII era 

específica ya que, a las 8 semanas de la inducción de AIC, los niveles totales de IgG1 e IgG2a 

en el suero fueron similares entre los ratones WT y los ApoE-/- (IgG1 total en WT: 0,9 ± 0,4 

mg/ml; IgG1 total en ApoE-/-: 1,1 ± 0,3 mg/ml; IgG2a total en WT: 3,6 ± 1,1 mg/ml; IgG2a 

total en ApoE-/-: 3,1 ± 1,7 mg/ml; p> 0,5 en ambos casos).  
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Figura 4: Respuestas de anticuerpos anti-CII alteradas en ratones B10.RIII.ApoE
-/-

 durante el desarrollo de AIC. 

Machos B10.RIII.WT y B10.RIII.ApoE
-/-

 de 8-12  semanas de edad se inmunizaron con CII-CFA. Niveles en suero de 

IgG2a anti-CII (A) e IgG1 anti-CII (B) antes de la inmunización con CII-CFA y 8 semanas después, determinados por 

ELISA. Se expresan los valores de cada ratón. Las barras representan el valor medio de dichos valores. Las 

diferencias estadísticas entre los ratones B10.RIII.WT y los B10.RIII.ApoE
-/-

 se indican como: *p<0,05; **p<0,01; 

***p<0,001; ns: no significativo. 

4) EN LOS RATONES B10.RIII.ApoE-/- INMUNIZADOS CON CII LA 

EXPRESIÓN ARTICULAR DE CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS Y LA 

EXPANSIÓN DE CÉLULAS Th1 Y Th17 ES MAYOR QUE EN LOS B10.RIII.WT. 

Dado que los ratones ApoE-/- desarrollaron una AIC más severa y que presentaron 

menores niveles de anticuerpos anti-CII del subtipo IgG1 con respecto a los ratones WT, se 

decidió evaluar en estos ratones el patrón de expresión articular de citocinas durante la 

inducción de AIC, por RT-PCR cuantitativa a tiempo real. Con este fin se extrajo el ARN de 
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las patas de ratones 8 semanas después de la inmunización con CII, y se determinaron los 

niveles de expresión de IL-1β, TNFα, IL-6, TGFβ1, IFNγ, IL-4, IL-17 e IL-21. En las 

articulaciones de los ratones WT se observó un aumento en la expresión de los 

transcriptos de IL-1β, TNFα e IL-6 (citocinas artritogénicas) a las 8 semanas de la inducción 

de AIC (Figura 5). En estos ratones se observó además un aumento en los niveles 

articulares de ARNm de IFN-γ e IL-17 luego de la inmunización, pero no se observaron 

cambios en los niveles de TGFβ1, IL-4 e IL-21. En los ratones ApoE-/-, y en paralelo con el 

desarrollo de una artritis más severa, se observó también un aumento en la expresión de 

los transcriptos para IL-1β, IL-6, IFNγ, IL-17 e IL-21 en la articulaciones, siendo este 

aumento más marcado que el observado en los ratones WT. En cambio, el incremento en 

la expresión de los transcriptos de TNFα, TGFβ1 e IL-4 fue de la misma magnitud que el 

observado en los ratones WT inmunizados (Figura 5). 
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Figura 5: Expresión aumentada de citocinas pro-inflamatorias en las articulaciones de los ratones B10.RIII.ApoE
-/-

 

durante el desarrollo de AIC. Análisis por RT-PCR cuantitativa a tiempo real de las distintas citocinas en las patas de 

ratones B10.RIII.WT y B10.RIII.ApoE
-/-

, no inmunizados (barras blancas) y 8 semanas post-inmunización (barras 

negras). Resultados de tres experimentos independientes (15-20 ratones/grupo) expresados como la media ± SD de 

la variación de la concentración de cada citocina con respecto a la expresión de GAPDH medida en paralelo en cada 

muestra. Las diferencias estadísticas se indican como: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ns: no significativo. 
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Dado que observamos diferencias en el patrón de citocinas de los ratones ApoE-/- 

inmunizados con CII con respecto a los WT, decidimos evaluar si la deficiencia en ApoE 

modificaba el porcentaje de las distintas subpoblaciones funcionales de linfocitos T CD4+ 

con potencial artritogénico presentes en los ganglios linfáticos tras la inducción de la AIC. 

Para ello se analizó por citometría de flujo la frecuencia de linfocitos expresando distintos 

tipos de citocinas intracelulares a partir de células obtenidas de ganglios linfáticos 

paraaórticos e inguinales de ratones inmunizados con CII. Al comparar los porcentajes de 

las diferentes subpoblaciones funcionales de células T CD4+ en los nódulos linfáticos de los 

ratones WT y ApoE-/- antes y después de la inmunización con CII-CFA, se observó que las 

subpoblaciones Th1 (productora de IFNγ) y Th17 (productora de IL-17) estaban 

aumentadas en los ganglios linfáticos paraaórticos e inguinales de los ratones WT 3 

semanas posteriores a la inmunización. En correlación con los resultados obtenidos hasta 

este momento, este aumento era significativamente mayor (casi el doble) en los ratones 

ApoE-/-. No se observaron diferencias significativas, en cambio, en el porcentaje de células 

T reguladoras (Treg) entre los ratones inmunizados y no inmunizados de ambos grupos 

(Figura 6).  
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Figura 6: Expansión de células Th1 y Th17, pero no Treg, en los ganglios linfáticos de ratones B10RIII.ApoE
-/-

 

inmunizados con CII. Se inmunizaron machos B10.RIII.WT y B10.RIII.ApoE
-/-

 de 8-12 semanas de edad con CII-CFA. 

Para la tinción de citocinas intracelulares se estimularon los linfocitos de los ganglios paraaórticos 3 semanas 

después de la inmunización con ionomicina y PMA en presencia de Brefeldina A. A) Histogramas representativos de 

células CD4
+
IFNγ

+
Th1, CD4

+
IL-17

+
Th17 y CD4

+
CD25

+
Foxp3

+
Treg, determinados por citometría de flujo en los 

diferentes grupos experimentales. Se indica el porcentaje de cada población. B) Porcentajes de células  

CD4
+
IFNγ

+
Th1 (panel izquierdo), CD4

+
IL-17

+
Th17 (panel central) y CD4

+
CD25

+
Foxp3

+
Treg (panel derecho) en ratones 

no inmunizados (símbolos blancos) y 3 semanas post-inmunización (símbolos negros). Se expresan los valores de 

cada ratón. Las barras representan el valor medio de dichos valores. Las diferencias significativas se expresan como: 

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ns: no significativo. No se observaron diferencias en el número total de células de 

los ganglios linfáticos entre cada grupo (no inmunizados o inmunizados con CII) entre los ratones B10.RIII.WT y los 

B10.RIII.ApoE
-/-

. 



58 RESULTADOS 
 

5) EL DESARROLLO DE AIC EN RATONES NO EMPEORA LA 

ENFERMEDAD ATEROSCLERÓTICA EN LOS RATONES B10.RIII.ApoE-/-. 

Como consecuencia de su incapacidad de producir ApoE, los ratones deficientes en 

esta proteína son hipercolesterolémicos y desarrollan aterosclerosis de manera 

espontánea, de un modo dependiente de la edad y de la dieta (Bobkova et al. 2004). Esto 

convierte a los ratones B10.RIII.ApoE-/- en un excelente modelo para estudiar el papel de 

esta apolipoproteína en dos patologías que se han relacionado estrechamente a lo largo 

de estos últimos años: la artritis reumatoide y la aterosclerosis.  

Nuestro objetivo inicial era evaluar si el desarrollo de una AIC severa en los ratones 

deficientes en ApoE podría acelerar también la evolución clínica de la aterosclerosis, al 

igual que ocurre en los pacientes con artritis reumatoide. Se inmunizaron ratones 

B10.RIII.WT y ApoE-/- con 150 µg de CII emulsionado con CFA en la base de la cola. Se 

inyectaron también ratones ApoE-/- sólo con PBS-CFA, como controles negativos de AIC. 

Durante las 10-12 semanas siguientes a la inyección, estos últimos no desarrollaron 

artritis. A las 8 semanas post-inmunización se realizaron estudios morfométricos en el 

seno aórtico, los cuales revelaron que la extensión de la lesión aterosclerótica en los 

ratones ApoE-/- inmunizados con CII era similar a la observada en los ratones ApoE-/- 

inyectados con PBS-CFA (Figuras 7A, paneles izquierdos y 7B; p>0,6). Los ratones ApoE-/- 

no inmunizados, en cambio, presentaron unas lesiones ateroscleróticas mucho más 

severas que los ratones inyectados con PBS-CFA y que los inmunizados con CII-CFA 

(Figuras 7A, paneles izquierdos y 7B; p = 0,004 y 0,002, respectivamente) y, como era de 

esperar, no desarrollaron artritis. Por otra parte, por inmunohistoquímica se observó un 

contenido similar de macrófagos, identificados con el AcM anti-Mac2, en las lesiones 

ateroscleróticas de los ratones ApoE-/- tratados con PBS-CFA y los inmunizados con CII-CFA 

(Figura 7A, paneles derechos).  



RESULTADOS 59 
 

H&E Anti-Mac2

WT NI

CII-CFA WT

ApoE -/- NI

PBS-CFA ApoE -/-

CII-CFA ApoE -/-

A

 

Controles NI PBS-CFA CII-CFA
0

10

20

30

40

50

60

70

80

**
**

%
 d

e 
á

re
a

 a
fe

ct
a

d
a

ns

B

 

Figura 7: Atenuación de la aterosclerosis como consecuencia de la AIC en ratones B10.RIII.ApoE
-/-

. A) Aspecto 

histológico representativo del seno aórtico teñido con hematoxilina y eosina (H&E, paneles izquierdos, x4) y 

contenido de macrófagos inmunoreactivos a Mac2 en las lesiones ateroscleróticas (paneles derechos, x10) de 

ratones de la misma edad WT no tratados, WT 8 semanas post-inmunización con CII-CFA, ApoE
-/-

 no tratados, ApoE  

-/-
 8 semanas post-administración de PBS-CFA y ApoE

-/-
 8 semanas post-inmunización con CII-CFA. B) Porcentajes del 

área afectada determinados por morfometría asistida por ordenador, a partir del porcentaje de área teñida en 

relación al área ocupada por el ateroma. Se muestran resultados representativos de dos experimentos 

independientes en los diferentes grupos experimentales (8-17 ratones/grupo). Se expresan los valores de cada 

ratón. Las barras representan el valor medio de dichos valores. Las diferencias significativas se expresan como: 

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ns: no significativo.  
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6) LA PRESENCIA DE UN SOLO ALELO DE ApoE ES SUFICIENTE PARA 

MANTENER UN PERFIL LIPÍDICO NORMAL. 

Como se ha planteado anteriormente, la función de ApoE más estudiada es su 

participación en el metabolismo lipídico, favoreciendo el transporte reverso de colesterol. 

Sin embargo, también tiene propiedades anti-inflamatorias (Lynch et al. 2003, Ali et al. 2005). 

Es por ello que debíamos discernir si su participación en el desarrollo acelerado de artritis 

se debía a su papel en el metabolismo de lípidos, a su rol como molécula 

inmunomoduladora, o a ambos.  

Dado que los ratones deficientes en ApoE tienen niveles muy bajos de HDL y altos 

niveles de LDL/VLDL, consideramos la posibilidad de que el perfil lipídico pudiera estar 

influyendo en la aceleración de la AIC. Este aumento en la fracción LDL/VLDL es un factor 

potencialmente pro-aterogénico (Weber and Noels 2011), siendo capaz de inducir un estado 

pro-inflamatorio en el endotelio vascular, lo cual podría favorecer también al estado pro-

inflamatorio sistémico generado por la artritis. Evaluamos entonces el perfil lipídico de los 

ratones B10.RIII.ApoE+/- y observamos que éste era muy similar al de los ratones WT 

(Figura 8A-D). Sólo observamos una ligera disminución en los niveles de HDL en el suero 

de los ratones heterocigotos con respecto a los ratones WT. Sin embargo, presentaron 

niveles similares de colesterol total, LDL/VLDL y triglicéridos (Figura 8A-D). Cuando 

medimos los niveles de ApoE en los tres grupos se puso en evidencia que la concentración 

plasmática de esta apolipoproteína en los ratones heterocigotos para ApoE es 

aproximadamente la mitad de los valores encontrados en los animales WT (Figura 8E).  
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Figura 8: Perfil lipídico en el suero de ratones B10.RIII.WT, B10.RIII.ApoE
+/-

 y B10.RIII.ApoE
-/-

 durante el desarrollo de 

AIC. Los niveles de colesterol total (A), HDL (B), LDL/VLDL (C) y triglicéridos (D) fueron medidos en el suero de 

machos de estas tres estirpes
 
antes y 12 semanas después de la inducción de AIC a través de métodos enzimáticos 

colorimétricos, mientras que los niveles de ApoE en suero fueron medidos por ELISA (E). Las diferencias estadísticas 

entre los ratones WT, ApoE
+/-

 y ApoE
-/-

 se indican como: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ns: no significativo. Se 

muestran resultados representativos de al menos 3 experimentos independientes expresados como la media ± SD 

(8-15 ratones/grupo). Las columnas mostradas en color gris se abordarán más adelante.  

 



62 RESULTADOS 
 

7) LA SEVERIDAD DE LA AIC EN LOS RATONES B10.RIII.ApoE+/- ES MAYOR 

QUE LA DE LOS RATONES B10.RIII.WT.  

Previamente habíamos observado que los ratones ApoE-/- desarrollaban una AIC 

más severa y acelerada que los ratones WT. Con el fin de determinar qué sucedía en los 

ratones heterocigotos para ApoE, portadores de una única copia de este gen, comparamos 

el desarrollo de AIC entre los ratones WT, ApoE+/- y ApoE-/-. Observamos que, 10-12 

semanas después de la inducción de artritis, los ratones ApoE+/- desarrollaban una AIC más 

rápida y severa que los ratones WT, aunque ligeramente menos severa que la que se 

desarrollaba en los ratones ApoE-/- (Figura 9).  
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Figura 9: Signos clínicos agravados en ratones B10.RIII.ApoE
+/- 

y B10.RIII.ApoE
-/-

 durante el desarrollo de AIC. Se 

inmunizaron machos B10.RIII.WT, B10.RIII.ApoE
+/-

 y B10.RIII.ApoE
-/-

 de 8-12 semanas de edad con CII-CFA. Severidad 

clínica de AIC 10-12 semanas post-inmunización con CII-CFA. Se muestran resultados representativos de tres 

experimentos independientes. Se expresa la severidad clínica de cada ratón. Las barras representan el valor medio 

de dichos valores. Las diferencias estadísticas entre los ratones WT, ApoE
+/-

 y ApoE
-/-

 se indican como: *p<0,05; 

**p<0,01; ***p<0,001; ns: no significativo. Las columnas mostradas en color gris se abordarán más adelante.  

 Esta aceleración de la artritis en los ratones heterocigotos para ApoE se verificó 

también a nivel radiológico, observándose una mayor incidencia de extremidades con 

edema, osteopenia yuxtaarticular, erosiones óseas y estrechamiento del espacio articular 

con respecto a los ratones WT. No se observó diferencia, en cambio, con respecto a los 
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ratones ApoE-/-, aunque los índices radiológicos de las lesiones en los ApoE+/- fueron 

discretamente inferiores (Figura 10A y B). 

A

No Inmunizados

Inmunizados con CII

WT ApoE +/- ApoE -/-

Sin dieta Con dieta Sin dieta Con dieta Sin dieta Con dieta  

B
Edema

Osteopenia 
Yuxtaarticular

Estrechamiento del 
espacio articular Erosiones marginales

4

6

8

0

2

Se
ve

ri
d

a
d

 r
a

d
io

ló
g

ic
a

4

6

8

0

2

4

6

8

0

2

4

6

8

0

2

**
ns

ns

* **

ns

ns

** **

ns ns
**

ns

** **

ns ns
**

ns

** **

ns ns
**

 

Figura 10: Agravamiento de los signos radiológicos de artritis en los ratones B10.RIII.ApoE
+/-

 y B10.RIII.ApoE
-/-

 con 

respecto a los ratones B10.RIII.WT durante el desarrollo de AIC. Se inmunizaron machos B10.RIII.WT, 

B10.RIII.ApoE
+/- 

y B10.RIII.ApoE
-/-

 de 8-12 semanas de edad con CII-CFA. A) Imágenes radiológicas representativas de 

las patas traseras de ratones B10.RIII.WT, B10.RIII.ApoE
+/-

 y B10.RIII.ApoE
-/-

 no inmunizados y 10-12 semanas post-

inmunización. B) Severidad radiológica de los cuatro parámetros analizados expresados como la media ± SEM de 

tres experimentos independientes (10-15 ratones/grupo). Las diferencias estadísticas entre los ratones de los 

distintos grupos se indican como: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ns: no significativo. Los valores de las columnas 

mostradas en color gris se comentarán más adelante.  
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8) LAS PROPIEDADES PRO O ANTI-OXIDANTES DE LAS PARTÍCULAS DE 

HDL NO INTERVIENEN EN EL AGRAVAMIENTO DE LA AIC EN LOS 

RATONES B10.RIII.ApoE+/- Y B10.RIII.ApoE-/- RESPECTO A LOS RATONES 

WT. 

Los resultados previos muestran que los ratones heterocigotos para ApoE 

desarrollan una AIC más acelerada que los ratones WT, a pesar de tener un perfil lipídico 

similar. Esto argumenta en contra de que la aceleración de la AIC en los ratones 

deficientes en ApoE (tanto B10.RIII.ApoE-/- como ApoE+/-) sea en parte debida a las 

alteraciones en su perfil lipídico. No obstante, se buscaron pruebas adicionales que 

ayudasen a descartar definitivamente esa hipótesis.  

En situaciones de inflamación crónica, se sabe que las partículas de HDL, pasan de 

tener un papel anti-oxidante a tenerlo pro-oxidante (y por ende, pro-inflamatorio) (Charles-

Schoeman et al. 2008). Es por ello que nos planteamos analizar si las HDL en los ratones 

B10.RIII.ApoE-/- y ApoE+/- podían ser más pro-oxidantes (y pro-inflamatorias) que en los 

ratones WT. Con el fin de determinar si la presencia de uno o dos alelos de ApoE influye en 

la capacidad anti-oxidante de la HDL en condiciones pro-inflamatorias, como es el caso de 

la AIC, se llevaron a cabo ensayos de oxidación utilizando mezclas de sueros de ratones de 

los distintos grupos experimentales: WT, ApoE+/- y ApoE-/-, obtenidos a las 10-12 semanas 

de la inmunización con CII. Estos estudios se hicieron en colaboración con el grupo del Dr. 

Francisco Blanco Vaca (Hospital Sant Pau, Barcelona). Cuando realizamos el ensayo 

poniendo la misma cantidad de HDL de cada grupo, no observamos diferencias 

estadísticamente significativas entre la capacidad anti-oxidante de la HDL purificada de las 

diferentes mezclas, lo cual podría estar indicando que la presencia de uno o ambos alelos 

de ApoE no influye en el potencial anti-oxidante de la HDL (Figura 11A, p = 0,145). Sin 

embargo, el ensayo de oxidación se realiza igualando la cantidad de fosfolípidos de HDL en 

todos los grupos, para tener un parámetro de referencia. Pero esto no es lo que se 

encuentra a nivel fisiológico, donde hay entre 2-3 veces menos HDL en el suero de los 

ratones ApoE-/-. Por esta razón el ensayo se repitió en condiciones fisiológicas (poniendo 2-

3 veces menos de HDL en el grupo ApoE-/-). En estas condiciones, sólo se observó una 

menor protección (aunque no era estadísticamente significativa) frente a la oxidación en el 
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grupo de los ratones ApoE-/-, mientras que dicha capacidad de protección era similar entre 

los ratones WT y los ApoE+/- (Figura 11B, p = 0,136).  
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Figura 11: Estudio de las propiedades anti-oxidantes de las partículas de HDL sobre las moléculas de LDL. Se hicieron 

mezclas de  sueros de 4-6 machos B10.RIII.WT, B10.RIII.ApoE
+/- 

y B10.RIII.ApoE
-/-

 10-12 semanas después de la 

inmunización con CII-CFA. Se purificó HDL a partir de estas mezclas por ultracentrifugación secuencial y se incubó 

con LDL humana en condiciones oxidantes a 37°C por 3 horas. Se midió la formación de dienos conjugados por 

espectrofotometría y se calculó el porcentaje de protección de oxidación de las moléculas de LDL. A) Porcentaje de 

protección de la oxidación obtenido incubando iguales cantidades de HDL en todos los grupos. B) Porcentaje de 

protección de la oxidación obtenido incubando 2-3 veces menos de HDL en el grupo de los ratones ApoE
-/-

 

(condiciones fisiológicas). No se observaron diferencias significativas entre los tres grupos de estudio.  
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Otra manera de medir la capacidad pro o anti-inflamatoria de la HDL es a través del 

análisis de la actividad de las enzimas antioxidantes que la componen, entre las que se 

encuentran la paraxonasa 1 (PON1) y la enzima acetilhidroxilasa del factor activador de 

plaquetas (PAF-AH) (De Geest et al. 2000). Otros autores han descrito que la actividad de 

estas enzimas antioxidantes se ve modificada en situaciones inflamatorias (Durrington, 

Mackness and Mackness 2001). Cuando medimos la actividad de estas dos enzimas en los 

sueros de nuestros ratones, observamos que había una disminución estadísticamente 

significativa de la actividad de la PAF-AH en la fracción HDL en los ratones heterocigotos y 

deficientes en ApoE. La actividad de la PON1, en cambio, sólo se vio disminuida de manera 

estadísticamente significativa en los ratones B10.RIII.ApoE-/- (Figura 12).  
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Figura 12: Estudio de la actividad de las enzimas anti-oxidantes de las partículas de HDL. Se hicieron mezclas de 

los sueros de 4-6 machos B10.RIII.WT, B10.RIII.ApoE
+/- 

y B10.RIII.ApoE
-/-

 10-12 semanas después de la 

inmunización con CII-CFA. Se evaluó la actividad de las enzimas PAF-AH en HDL (purificada por ultracentrifugación 

secuencial) y PON1 en suero a través de kits comerciales. El análisis estadístico de las diferencias entre los ratones 

de los distintos grupos se indican como: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ns: no significativo.  

 

9) EFECTO DE LA DIETA HIPERCOLESTEROLÉMICA SOBRE EL PERFIL 

LIPÍDICO Y LA EVOLUCIÓN DE LA AIC. 

9.1) La administración de una dieta hipercolesterolémica sólo produce un ligero 

aumento en la colesterolemia en los ratones B10.RIII.WT y B10.RIII.ApoE+/-, 

afectando severamente a los B10.RIII.ApoE-/-.  
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Dado que los ratones ApoE-/-, respecto a los ratones WT, presentaban dislipidemia 

en asociación con un agravamiento de la artritis, decidimos evaluar si aumentando el 

estado de dislipidemia, empeoraba aún más el cuadro clínico. Para ello, los ratones 

deficientes en ApoE fueron alimentados con una dieta hipercolesterolémica (dieta HC) tras 

la inmunización con CII. 

Con el fin de determinar cuánto influía la presencia de uno o ambos alelos de ApoE 

para mantener valores normales de colesterol y la proporción de las distintas fracciones de 

lipoproteínas, analizamos el perfil lipídico completo de ratones a los que se les había 

inducido artritis 12 semanas antes, y a los que se les había administrado dieta HC. 

Observamos que la administración de dieta aumentó los niveles circulantes de colesterol 

total y LDL/VLDL en los tres grupos de ratones utilizados, si bien de manera más marcada 

en los ratones ApoE-/-. También se puso en evidencia un incremento muy marcado en los 

niveles de HDL en los ratones WT y ApoE+/-, mientras que los ratones deficientes en ApoE 

sufrieron una disminución en dichos niveles. Los niveles de triglicéridos, en cambio, sólo 

mostraron un aumento significativo tras la administración de la dieta HC en los ratones 

ApoE-/- (Figura 13A-D).  
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Figura 13: Perfil lipídico en el suero de ratones B10.RIII.WT, ApoE
+/-

 y ApoE
-/-

 durante el desarrollo de AIC. Los 

niveles de colesterol total (A), HDL (B), LDL/VLDL (C) y triglicéridos (D) fueron medidos en el suero de machos 

B10.RIII.WT, B10.RIII.ApoE
+/-

 y B10.RIII.ApoE 
-/-

 12 semanas posteriores a la inducción de AIC y tras la administración 

de una dieta hipercolesterolémica. Las diferencias estadísticas entre los ratones WT, ApoE
+/-

 y ApoE
-/-

 se indican 

como: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ns: no significativo. Se muestran resultados representativos de al menos 3 

experimentos independientes expresados como la media ± SD (8-15 ratones/grupo). 

 

9.2) La dieta hipercolesterolémica disminuye la severidad de la AIC en los ratones 

B10.RIII.WT y los B10.RIII.ApoE+/-, pero no en los B10.RIII.ApoE-/-. 

 A diferencia de los ratones B10.RIII.ApoE-/-, los cuales presentan un claro estado de 

dislipidemia, los ratones B10.RIII.WT y los ApoE+/- tienen prácticamente el mismo perfil 

lipídico normal. Sin embargo, el nivel de ApoE circulante en los ratones heterocigotos es 

casi la mitad del que tienen los ratones WT. Cuando evaluamos el efecto de la dieta 

hipercolesterolémica sobre el desarrollo de artritis observamos que, al contrario de lo 

esperado, este tipo de alimentación disminuyó la severidad de la artritis en los ratones WT 

y ApoE+/-. En cambio, en los ratones ApoE-/- la dieta hipercolesterolémica no modificó la 

severidad de la AIC (Figura 14).  
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Figura 14: Influencia de la dieta hipercolesterolémica sobre el desarrollo de AIC. Se inmunizaron machos 

B10.RIII.WT, B10.RIII.ApoE
+/- 

 y B10.RIII.ApoE
-/-

 de 8-12 semanas de edad con CII-CFA, y a algunos grupos se les 

administró una dieta rica en colesterol. Se muestra la severidad clínica de AIC 10-12 semanas post-inmunización con 

CII-CFA. Se muestran resultados representativos de tres experimentos independientes. Se expresa la severidad 

clínica de cada ratón. Las barras representan el valor medio de dichos valores. Las diferencias significativas se 

expresan como: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ns: no significativo.  

 

 Cuando se valoró la artritis desde el punto de vista radiológico, se observó un 

paralelismo con la mejoría observada en la exploración clínica de la AIC en los ratones WT 

y heterocigotos para ApoE tras la administración de una dieta HC. De esta manera, los 

ratones WT inmunizados con CII-CFA mostraron una clara mejoría, presentando un ligero 

edema, una reducción en la presencia de osteopenia, erosiones marginales y 

estrechamiento del espacio yuxtaarticular (si bien esta reducción no alcanzó a ser 

estadísticamente significativa). Los ratones ApoE+/- mostraron también una reducción en el 

grado de inflamación tisular, un menor estrechamiento del espacio articular, una 

reducción de la osteopenia yuxtaarticular y una menor presencia de erosiones marginales 

con respecto a los ratones heterocigotos a los que no se les había administrado dieta HC, si 

bien dicha mejoría no fue tan evidente como en el grupo de los ratones WT (Figura 15A y 

B).  
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Figura 15: Mejoría de los signos radiológicos de artritis en los ratones B10.RIII.WT y B10.RIII.ApoE
+/-

 durante el 

desarrollo de AIC. Se inmunizaron machos B10.RIII.WT, B10.RIII.ApoE
+/- 

y B10.RIII.ApoE
-/-

 de 8-12 semanas de edad 

con CII-CFA. A algunos grupos se les administró una dieta rica en colesterol. A) Imágenes radiológicas 

representativas de las patas traseras de ratones B10.RIII.WT, B10.RIII.ApoE
+/-

 y B10.RIII.ApoE
-/-

 no inmunizados y 10-

12 semanas post-inmunización, con y sin dieta B) Severidad radiológica de los cuatro parámetros analizados 

expresados como la media ± SEM de tres experimentos independientes (10-15 ratones/grupo). Las diferencias 

estadísticas entre los ratones de los distintos grupos se indican como: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ns: no 

significativo.  
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10) EL EFECTO BENEFICIOSO DE LA DIETA HIPERCOLESTEROLÉMICA EN LA 

AIC DE LOS RATONES B10.RIII.WT Y B10.RII.ApoE+/- SE CORRELACIONA 

CON UN AUMENTO EN LOS NIVELES DE ApoE CIRCULANTES. 

Nos habíamos planteado que la reducción en la severidad de la AIC tras la 

administración de una dieta hipercolesterolémica podía deberse a una respuesta 

adaptativa al exceso de colesterol, manifestada por un incremento en los niveles de ApoE. 

Para verificar si se habían modificado los niveles de ApoE en circulación, se midieron por 

ELISA los niveles de esta apolipoproteína en suero de ratones WT, ApoE+/- y ApoE-/- 

inmunizados con CII-CFA, alimentados con dieta normal o dieta HC, 12 semanas después 

de la inducción de artritis. Los resultados muestran claramente que la dieta HC induce un 

aumento significativo en los niveles de ApoE circulante tanto en los ratones WT como en 

los ratones ApoE+/-, en estrecha correlación con el descenso en la severidad de la AIC 

(Figura 16).   
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Figura 16: Niveles de ApoE en el suero de ratones B10.RIII.WT, B10.RIII.ApoE
+/-

 y B10.RIII.ApoE
-/-

 durante el 

desarrollo de AIC. Los niveles de ApoE fueron medidos en el suero de machos B10.RIII.WT, B10.RIII.ApoE
+/-

 y 

B10.RIII.ApoE
-/-

 antes y 12 semanas posteriores a la inducción de AIC mediante ELISA. Se expresan los valores de 

cada ratón. Las barras representan el valor medio de dichos valores. Las diferencias estadísticas entre los ratones 

WT, ApoE
+/-

 y ApoE
-/-

 se indican como: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ns: no significativo. Se muestran resultados 

representativos de al menos 3 experimentos independientes. 
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11) LA ADMINISTRACIÓN DE UNA DIETA HIPERCOLESTEROLÉMICA 

MODIFICA EL PATRÓN DE RESPUESTA DE ANTICUERPOS anti-CII EN LOS 

RATONES B10.RIII.WT Y B10.RIII.ApoE+/- INMUNIZADOS CON CII. 

 Dado que inicialmente habíamos observado que la inducción de artritis con CII 

modificaba la respuesta de anticuerpos dirigidos contra este antígeno en ratones 

B10.RIII.ApoE-/-, decidimos estudiar qué sucedía en ratones heterocigotos para ApoE. Por 

otra parte, dado que hasta el momento habíamos observado que la dieta HC tiene un 

efecto protector sobre el desarrollo y la severidad de la AIC en los ratones B10.RIII.WT y 

ApoE+/- (sin verse afectados los ratones ApoE-/-), quisimos valorar cuál era el efecto de 

dicha dieta sobre la respuesta inmune humoral anti-CII. Comparamos para ello los niveles 

de anticuerpos anti-CII generados a través de la valoración de los subtipos IgG1 e IgG2a por 

ELISA. Observamos que todos los grupos de ratones desarrollaron fuertes respuestas 

humorales anti-CII a las 8-12 semanas de la inmunización. Los niveles de IgG2a, si bien no 

mostraron diferencias significativas entre los tres genotipos en estudio, evidenciaron una 

disminución estadísticamente significativa tras la administración de la dieta rica en 

colesterol. Esto se observó tanto en el grupo de los ratones WT como en los heterocigotos, 

sin verse afectados los niveles de IgG2a en los ratones ApoE-/- (Figura 17A). Estos datos se 

correlacionan con el efecto protector de la dieta sobre el desarrollo de AIC descrito 

anteriormente para los ratones portadores de una o dos copias del gen de ApoE. A 

diferencia de lo observado en experimentos anteriores, en este estudio los niveles de IgG1 

fueron similares entre los ratones WT, ApoE+/- y ApoE-/-, y no mostraron diferencias 

estadísticamente significativas tras la administración de una dieta HC (Figura 17B). 
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Figura 17: Respuestas de anticuerpos anti-CII alteradas en ratones B10.RIII.WT y B10.RIII.ApoE
+/-

 durante el 

desarrollo de AIC tras la administración de una dieta rica en colesterol. Se inmunizaron machos B10.RIII.WT, 

B10.RIII.ApoE
+/-

 y B10.RIII.ApoE
-/-

 de 8-12  semanas de edad con CII-CFA. A algunos grupos se les administró una 

dieta hipercolesterolémica. Niveles en suero de anticuerpos anti-CII IgG2a (A) e IgG1 (B) antes y 8-12 semanas 

después de la inmunización con CII-CFA determinados por ELISA. Se expresan los valores de cada ratón. Las barras 

representan el valor medio de dichos valores. Las diferencias estadísticas entre los ratones WT, ApoE
+/-

 y ApoE
-/-

 se 

indican como: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ns: no significativo. Se muestran resultados representativos de al 

menos 3 experimentos independientes.  
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12) LOS RATONES B10.RIII.ApoE+/- Y LOS B10.RIII.ApoE-/- MUESTRAN UN 

AUMENTO EN LA EXPRESIÓN DE CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS EN 

LAS ARTICULACIONES, PERO LA DIETA RICA EN COLESTEROL NO MODULA 

DICHO PATRÓN. 

 En vista de nuestros resultados previos, que mostraban un efecto modulador de la 

dieta hipercolesterolémica sobre el desarrollo de AIC en ratones B10.RIII.WT y ApoE+/-, y 

sumado al hecho de que los ratones heterocigotos y deficientes para ApoE desarrollan una 

AIC más severa y acelerada, decidimos evaluar el patrón de expresión de citocinas en las 

articulaciones de estos ratones durante la AIC. Para ello se extrajo el ARN de las patas de 

ratones inmunizados con CII emulsionado con CFA, y se determinó por PCR cuantitativa a 

tiempo real los niveles de expresión de las citocinas artritogénicas IL-1β, TNFα e IL-6. 

Observamos un aumento en la expresión de IL-1β, TNFα e IL-6 en las articulaciones de los 

ratones B10.RIII.WT 10-12 semanas después de la inducción de artritis (Figura 18). Los 

niveles de ARNm de IL-1β e IL-6 aumentaron de manera más marcada en los ratones 

ApoE+/- y ApoE-/- tras la inducción de AIC con respecto a los WT (Figura 18). Esto se 

correlaciona con la mayor severidad de la artritis observada en dichos ratones. Los niveles 

de expresión de los transcriptos para TNFα, en cambio, no se vieron modificados entre los 

distintos genotipos en estudio tras la inducción de artritis (Figura 18). 

 Cuando se comparó el efecto de la dieta HC sobre el patrón de expresión de las 

citocinas pro-inflamatorias estudiadas, se observó que ésta no ejercía ningún efecto sobre 

el mismo (Figura 18). Sólo se observó un aumento con respecto al nivel basal de IL-1β, 

TNFα e IL-6 presente en los ratones WT, ApoE+/- y ApoE-/- no inmunizados, pero no hubo 

diferencias en la expresión de las citocinas entre los ratones inmunizados con y sin dieta 

HC (Figura 18).   
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Figura 18: Expresión aumentada de citocinas pro-inflamatorias en las articulaciones de los ratones B10.RIII.ApoE
+/-

 y 

B10.RIII.ApoE
-/- 

durante el desarrollo de AIC. Análisis por RT-PCR cuantitativa a tiempo real de las distintas citocinas 

en las patas de ratones B10.RIII.WT, B10.RIII.ApoE
+/-

 y B10.RIII.ApoE
-/-

, no inmunizados (barras blancas) y 10-12 

semanas post-inmunización (barras negras), a algunos de los cuales se les había administrado una dieta rica en 

colesterol. Resultados de dos o tres experimentos independientes (8-10 ratones/grupo) expresados como la media 

± SD de la variación de la concentración de cada citocina con respecto a la expresión de GAPDH medida en paralelo 

en cada muestra. Las diferencias estadísticas se indican como: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ns: no significativo. 
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DISCUSIÓN 

El desarrollo de aterosclerosis acelerada en pacientes con enfermedades 

inflamatorias crónicas, como el lupus eritematoso sistémico (LES) y la artritis reumatoide 

ponen de manifiesto la estrecha relación existente entre las enfermedades autoinmunes y 

los mecanismos reguladores del metabolismo lipídico. Por un lado, cada vez hay más 

unanimidad a la hora de incluir a la aterosclerosis dentro del espectro de las 

enfermedades autoinmunes, habida cuenta de la presencia de elementos de la inmunidad 

innata y adaptativa en las lesiones ateroscleróticas y de la frecuente aparición de 

accidentes vasculares agudos en el transcurso de enfermedades infecciosas, las cuales se 

caracterizan por la activación de potentes respuestas inmunitarias (Frostegard 2005, Gomez-

Guerrero, Mallavia and Egido 2011). Por otro lado, se ha constatado que los trastornos del 

metabolismo lipídico, y en concreto la obesidad como su manifestación principal, son un 

factor agravante del curso clínico de los procesos autoinmunes (Stavropoulos-Kalinoglou et al. 

2011, Stavropoulos-Kalinoglou et al. 2012). Por el contrario, las dietas hipocalóricas se 

acompañan de una evolución clínica más favorable de estos procesos (Iwashige et al. 2004, 

Klack, Bonfa and Borba Neto 2012). 

Los resultados presentados en el presente trabajo refuerzan la idea de esta 

asociación entre inflamación y alteraciones en el metabolismo lipídico. Básicamente, los 

datos aportados aquí muestran que la deficiencia en ApoE, una apolipoproteína clave en el 

metabolismo del colesterol, predispone al desarrollo de una forma clínica muy severa de 

artritis inducida por colágeno en ratones. Este empeoramiento del curso clínico guarda 

relación con la deficiencia parcial o total en ApoE, de tal forma que el agravamiento de la 

AIC, con respecto a los ratones con niveles normales de esta apolipoproteína, fue 

estadísticamente significativo tanto en los animales homocigotos para el déficit (ApoE-/-) 

como en los heterocigotos (ApoE+/-), que mantienen unos niveles de ApoE en suero 

alrededor del 50% de los encontrados en los ratones normales. Este juicio clínico se 

sustenta en tres pilares: (a) la valoración de los hallazgos exploratorios de las 

extremidades mediante la aplicación de un score clínico; (b) el análisis cuantitativo de 

cuatro parámetros radiológicos; y (c) el estudio anatomopatológico de las pequeñas 

articulaciones de las extremidades de los animales con AIC.  
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Coincidiendo temporalmente con nuestros experimentos, Asquith y colaboradores  

mostraron una resistencia en los ratones ApoE-/- al desarrollo de AIC, en comparación con 

los ratones WT (Asquith et al. 2010). La única explicación razonable para esta discordancia es 

el empleo de condiciones diferentes en la puesta en marcha del modelo de AIC. Así, 

Asquith y colaboradores utilizaron ratones de la cepa C57BL/6 (H-2b), en lugar de los 

B10.RIII (H-2r) nuestros, y el colágeno de tipo II que emplearon fue de pollo, en tanto que 

el nuestro fue bovino. Es conocido que en las condiciones empleadas por el grupo de 

Asquith la severidad e incidencia de la artritis que se desarrolla tras la inmunización es 

mucho menor que cuando se sigue el protocolo descrito en el presente trabajo (Asquith et 

al. 2010).   

Este agravamiento clínico de la AIC en los ratones deficientes en ApoE puede 

atribuirse a dos posibles mecanismos, los cuales no tienen que ser mutuamente 

excluyentes. Articularemos la discusión de nuestros resultados alrededor de estos dos 

mecanismos. El primero es la posible modulación de la respuesta inflamatoria impuesta 

por las alteraciones del perfil lipídico que hemos observado en los ratones con déficit de 

ApoE circulante. El segundo mecanismo patogénico es el posible efecto directo de la 

propia ApoE sobre la respuesta inmunitaria, modulando la activación del sistema inmune 

en el transcurso de la reacción autoinmune desencadenada por la inmunización con 

colágeno de tipo II en una cepa susceptible a AIC, como la B10.RIII. En ambos casos, la 

utilización de una dieta hipercolesterolémica, con la cual hemos alterado aún más el 

disbalance lipídico, nos ha permitido obtener resultados adicionales que nos han ayudado 

a interpretar la patogenia del fenómeno.   

Efecto del perfil lipídico sobre la evolución de la AIC 

Los ratones ApoE-/- presentan un desequilibrio en la concentración sérica de los 

distintos parámetros que definen el perfil lipídico de estos animales. Entre otras 

alteraciones, destaca una tendencia a la disminución en los niveles plasmáticos de HDL y 

un marcado ascenso en los niveles circulantes de LDL/VLDL y colesterol, con respecto a los 

ratones normales (WT). En la actualidad existe una abundante bibliografía que nos ayuda a 

elaborar una hipótesis sobre la posible influencia de este perfil lipídico alterado sobre la 

respuesta inmune y, como consecuencia, en el agravamiento de la evolución clínica de la 

AIC en los ratones ApoE-/-.  
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La activación del sistema inmunitario está muy condicionada a la percepción de 

una serie de señales de peligro que pueden venir tanto del exterior del organismo como 

de los tejidos y células propios. Estas señales de alarma son patrones moleculares 

peculiares, conocidos como PAMPs (pathogen associated molecular patterns) y DAMPs 

(danger associated molecular patterns). La unión de estas moléculas a sensores existentes 

en las membranas o el citosol de las células presentadoras de antígeno, sobre todo las 

células dendríticas, provoca la activación y la maduración funcional de las mismas, 

posibilitando un fenómeno clave en el funcionamiento de la respuesta inmune: la 

conexión entre el sistema inmune innato y el adaptativo (Piccinini and Midwood 2010, Kumar, 

Kawai and Akira 2011a). Dentro del amplio grupo de DAMPs endógenos se encuentran los 

cristales de colesterol y las partículas de LDL y VLDL, cuyo efecto sobre la activación de la 

respuesta inmune es máximo cuando están oxidadas (Duewell et al. 2010, Liu et al. 2012), algo 

habitual en situaciones de inflamación sistémica. El aumento en las fracciones LDL/VLDL, al 

ser pro-aterogénicas, induce además un estado pro-inflamatorio en el endotelio vascular, 

lo cual incrementaría aún más el ambiente pro-inflamatorio sistémico o generalizado 

provocado por la artritis (Dessein et al. 2002, Full, Ruisanchez and Monaco 2009). Por otro lado, se 

ha demostrado recientemente que los cristales de colesterol activan el inflamasoma de 

NLRP3, un sensor citosólico de peligro, existente en los fagocitos de la inmunidad innata. 

La activación del mencionado inflamasoma completa la activación de citocinas pro-

inflamatorias como la IL-1 y la IL-18 y posibilita su secreción al compartimento 

extracelular (Duewell et al. 2010). Igualmente, si se inyectan por vía intraperitoneal cristales 

de colesterol se induce una inflamación local aguda, que puede evitarse si se emplean 

ratones deficientes en cualquiera de las siguientes moléculas: NLRP3, catepsina B, 

catepsina L o IL-1 (Duewell et al. 2010). Resultados similares se obtienen al utilizar LDL 

oxidadas (Liu et al. 2012). Por lo tanto, la alteración en los niveles plasmáticos de estas 

partículas lipídicas, provocada por la ausencia de ApoE circulante, podría potenciar la 

respuesta inmune, a la manera de un sistema adyuvante. De hecho, las sales de aluminio, 

empleadas como adyuvante en diferentes estrategias de vacunación, potencian también la 

respuesta inmune a través de la activación del inflamasoma de NLRP3 (Li et al. 2008a). 

Finalmente, hay que mencionar que la activación de este inflamasoma es el mecanismo 

propuesto para explicar la activación de la respuesta inmune en la artritis gotosa, dada la 

capacidad de los microcristales de ácido úrico de activar este mecanismo de alarma de la 

respuesta inmune innata (Liu-Bryan 2010). Por lo tanto, este incremento en los niveles de 
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LDL y VLDL podría estar potenciando la respuesta inmune en los ratones ApoE-/- y 

provocando en ellos una artritis más severa. 

Sin embargo, en nuestro estudio hemos empleado también ratones heterocigotos 

B10.RIII.ApoE+/- (cuyo nivel de ApoE circulante es aproximadamente la mitad del de los 

WT), los cuales presentan un perfil lipídico muy similar al de los ratones B10.RIII.WT, salvo 

una ligera disminución en los niveles de HDL, resultados que coinciden con los 

anteriormente descritos por Bobková y colaboradores (Bobkova et al. 2004). Sin embargo, la 

artritis que desarrollaron los ratones B10.RIII.ApoE+/- inmunizados con CII fue 

significativamente más severa y acelerada que la de los ratones B10.RIII.WT, estando los 

índices de severidad muy próximos a los observados en los ratones B10.RIII.ApoE-/-. Esta 

apreciación clínica se corroboró a nivel radiológico, observándose mayor edema, 

osteopenia yuxtaarticular, estrechamiento del espacio articular y mayor presencia de 

erosiones marginales que en los ratones WT con AIC. Estos resultados ponen en duda la 

hipótesis anteriormente expuesta de una correlación de agravamiento de la AIC en los 

ratones deficientes en ApoE con las alteraciones del perfil lipídico secundarias a la 

deficiencia en esta apolipoproteína.  

No obstante, antes de rechazar completamente esta posibilidad, deberíamos tener 

también en cuenta el papel de las partículas HDL en el escenario patogénico. Las HDLs se 

han considerado clásicamente proclives al aclaramiento del colesterol, protectoras de la 

oxidación de las LDLs y, por lo tanto, inmunomoduladoras. Pero este comportamiento no 

es general y aplicable a cualquier situación. En el contexto de las enfermedades 

inflamatorias crónicas al menos una parte de las HDLs se vuelven disfuncionales, 

convirtiéndose en partículas pro-oxidantes y pro-inflamatorias (Charles-Schoeman et al. 2008).  

Para analizar el efecto de esta nueva variable sobre la evolución de la AIC hemos 

llevado a cabo ensayos que nos han permitido evaluar el porcentaje de protección de 

oxidación de las LDL en presencia de HDL purificadas de ratones B10.RIII.WT, 

B10.RIII.ApoE+/- y B10.RIII.ApoE-/-. Estos ensayos se realizaron en dos condiciones 

experimentales: (1) comparando la actividad de las HDL de estos tres tipos de ratones en 

presencia de concentraciones equivalentes de estas lipoproteínas, y (2) utilizando las 

mismas concentraciones de HDL observadas in vivo en cada grupo de animales, es decir, 

del orden de 2-3 veces más bajas en las muestras de los ratones B10.RIII.ApoE-/- que en las 

procedentes de los ratones WT y ApoE+/-. Estos ensayos demostraron que las HDLs de los 
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ratones B10.RIII.WT y las de los ratones B10.RIII.ApoE-/- y B10.RIII.ApoE+/- tienen una 

capacidad de protección de la oxidación de las LDLs similar en todos los casos.  

Adicionalmente, se han cuantificado los niveles de PON1 y PAF-AH, dos proteínas 

características de las HDL. Ambas poseen una actividad enzimática sobre la que se 

sustenta el poder antioxidante de las HDL. Está descrito que la actividad antioxidante de la 

PON1 disminuye como resultado de respuestas inflamatorias (Durrington et al. 2001). Por 

ello, para ratificar los resultados anteriores, se procedió a cuantificar la actividad de estas 

dos enzimas en los sueros de los diferentes grupos de ratones, deficientes o no en ApoE. 

Así, observamos que había una disminución estadísticamente significativa en la actividad 

de la PAF-AH en HDL en los ratones heterocigotos y deficientes en ApoE. Otros 

investigadores también habían hallado una menor actividad de la enzima PAF-AH en 

ratones ApoE-/- en comparación con los ratones WT, sólo que en este caso era en la estirpe 

C57BL/6 (De Geest et al. 2000). Cuando estudiamos la actividad de la PON1, en cambio, ésta 

sólo se vio disminuida de manera significativa en los ratones B10.RIII.ApoE-/-.  

Se ha reportado que los pacientes con artritis reumatoide tienen reducida la 

actividad de la PON1 (Tanimoto et al. 2003). Una posibilidad es que el menor porcentaje de 

protección de oxidación de la LDL y la disminución en la actividad de las enzimas PON1 y 

PAF-AH que observamos en los ratones deficientes en ApoE se deba simplemente al hecho 

de tener menos partículas de HDL en circulación. Sin embargo, esto es algo complejo de 

verificar, dado que la actividad anti-inflamatoria de las HDL no siempre se correlaciona con 

estos parámetros. Habría que evaluar también otros factores como la actividad de la 

enzima LCAT, la concentración de las apolipoproteínas A-I y A-IV, como así también la 

concentración de la proteína SAA en las partículas de HDL para tener una absoluta certeza 

de que la función de ApoE como modulador del metabolismo lipídico modifica o no la 

evolución de la AIC.  

A  pesar de esto, la mayoría de las evidencias con las que contamos hasta el 

momento disminuyen notablemente la posibilidad de que las alteraciones en el perfil 

lipídico o las propiedades pro o anti-inflamatorias de las partículas de HDL sean la causa de 

la aceleración de la artritis en los ratones B10.RIII.ApoE+/- y B10.RIII.ApoE-/- inmunizados 

con CII. 

 



86 DISCUSIÓN 
 

ApoE como modulador de la inflamación 

La capacidad de ApoE de modular al sistema inmunitario es conocida desde hace 

tres décadas (Hui et al. 1980, Mahley et al. 1984). La mayor parte de los mecanismos 

desvelados hasta ahora sobre el efecto de ApoE sobre la respuesta inmune se centran en 

su acción sobre elementos de la respuesta inmune innata. En este sentido, Lynch y 

colaboradores utilizaron in vivo COG133, un péptido de ApoE correspondiente a la región 

de unión a su receptor (Lynch et al. 2003). La administración de este péptido en ratones 

inyectados con endotoxina bacteriana (LPS), consiguió prevenir la producción de altos 

niveles de citocinas pro-inflamatorias, como TNFα e IL-6, tanto a nivel sistémico como en 

el cerebro (Lynch et al. 2003). A raíz de ello, Ali y colaboradores postularon que ApoE regula 

la producción de citocinas pro-inflamatorias a nivel del ARN, dado que observaban un 

aumento en sus niveles en hígado y bazo en ratones deficientes en ApoE tratados con LPS 

(Ali et al. 2005).  

ApoE es un regulador de la plasticidad de los monocitos y los macrófagos (Raffai 

2012). Mediante señales dispensadas sobre los receptores de la membrana de estas 

células, ApoE puede influenciar la polaridad de los macrófagos, inhibiendo su variante pro-

inflamatoria (M1), caracterizada por la producción de óxido nítrico por la enzima óxido 

nítrico sintasa inducible (Baitsch et al. 2011). Al mismo tiempo, ApoE es capaz de estimular el 

fenotipo M2 anti-inflamatorio, caracterizado fenotípicamente por una mayor actividad de 

la enzima arginasa-1 (Baitsch et al. 2011). ApoE reduce la sensibilidad de los macrófagos a 

ligandos de TLRs y al IFNγ, disminuyendo la secreción de citocinas pro-inflamatorias. Por el 

contrario, ApoE aumenta la secreción de citocinas anti-inflamatorias y promueve la 

fagocitosis, signos todos ellos característicos de los macrófagos M2 (Martinez et al. 2008). 

Es importante destacar que la capacidad anti-inflamatoria de ApoE varía en función 

de la isoforma de esta apolipoproteína. Así, en experimentos de administración de LPS in 

vivo, los animales que expresaban la variante alélica apoE4 mostraron una respuesta 

inflamatoria mayor que los portadores del alelo apoE3, indicando que la variante apoE3 es 

la que desarrolla mayor capacidad inmunorreguladora (Lynch et al. 2003). Por otro lado, en 

una reacción inflamatoria, los macrófagos de ratones Tg en apoE4 producen niveles de 

óxido nítrico superiores que los de ratones Tg en apoE3, en correlación con un aumento en 

la captación de arginina dependiente de MAPK (Czapiga and Colton 2003).  
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A nivel de la inmunidad adaptativa, ApoE es capaz de inhibir la proliferación de 

células T (CD4+ y CD8+) activadas por mitógenos, efecto en el que está implicada una 

disminución en la capacidad de producción de IL-2 por los linfocitos T (Kelly et al. 1994). 

ApoE también regula los mecanismos de presentación antigénica, necesarios para la 

activación de los linfocitos T. Así parece desprenderse del aumento de la actividad de las 

APCs que se observa en los ratones ApoE-/- (Tenger and Zhou 2003). No obstante, aun no está 

claro si ApoE influye directamente en el procesamiento y presentación antigénica o si este 

efecto es la consecuencia de dos fenómenos observados en los ratones ApoE-/-, como el 

desequilibrio hacia el patrón de respuesta Th1 o el incremento en la expresión de 

moléculas MHC II y co-estimuladoras. Los defensores de un efecto directo extrapolan a las 

moléculas MHC convencionales resultados que muestran que ApoE facilita la presentación 

de antígenos lipídicos a las células NKT por moléculas CD1 (Yoshimoto et al. 1995). Estas 

moléculas (CD1a-d en humanos y CD1d en ratones), similares en estructura a moléculas 

MHC de clase I pero en función a moléculas MHC de clase II, pueden presentar antígenos 

lipídicos a células NKT. Dado que las células NKT, tras reconocer complejos CD1-Ag vía TCR, 

secretan cantidades elevadas de citocinas reguladoras como IL-4 (Singh et al. 2001). ApoE 

potenciaría este efecto inhibidor de la respuesta inmune, contribuyendo a amortiguar la 

reacción inflamatoria. Recientemente se ha demostrado que las células B utilizan las vías 

de presentación de antígenos lipídicos, en las que participa ApoE, más eficientemente que 

las células dendríticas (Allan et al. 2009). 

Nuestros ratones B10.RIII.ApoE+/- desarrollaron una artritis más severa y acelerada 

que los ratones B10.RIII.WT, siendo esta gravedad muy próxima a la observada en los 

ratones B10.RIII.ApoE-/-, si bien en estos últimos el cuadro clínico fue algo más severo. Esta 

apreciación clínica se corroboró a nivel radiológico, observándose mayor edema, 

osteopenia yuxtaarticular, estrechamiento del espacio articular y mayor presencia de 

erosiones marginales. Estos resultados nos están sugiriendo que el agravamiento de la AIC 

en los ratones deficientes en ApoE está mucho más en relación con los niveles circulantes 

de esta apolipoproteína que con las alteraciones del perfil lipídico secundarias a dicha 

deficiencia. Dado que la mayor parte de la ApoE circulante, que es la que nosotros 

estamos midiendo, está producida en el hígado, debemos interpretar estos resultados con 

cautela, ya que no conocemos con exactitud el grado de disminución de ApoE en los 

macrófagos tisulares, los cuales probablemente están interviniendo más directamente en 

la patogenia del proceso.  
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Uno de los hallazgos clínicos que más llamó la atención en nuestro estudio fue la 

marcada osteopenia de los ratones ApoE-/- con AIC, mucho más marcada que la observada 

en los ratones WT con artritis. Estos resultados se correlacionan con los obtenidos por Lee 

y colaboradores, quienes realizaron un estudio para evaluar la posible asociación entre el 

genotipo de ApoE y la pérdida de densidad mineral ósea en una población de mujeres 

post-menopáusicas con AR. En consonancia con lo anteriormente comentado, estos 

autores observaron que las mujeres portadoras del alelo apoE4, con menor capacidad 

antiinflamatoria que la variante apoE3, se encontraban dentro del grupo con mayor 

osteoporosis (Lee, Lee and Yoo 2005).  

En apoyo de la hipótesis de un papel de los niveles de ApoE en el fenotipo 

artritogénico de los ratones empleados en nuestro estudio están los resultados de Karussis 

y colaboradores (2003) en la encefalomielitis experimental autoinmune, el modelo murino 

de esclerosis múltiple, provocada por inmunización con péptidos de la mielina. Estos 

autores obtuvieron resultados similares, mostrando que los ratones deficientes en ApoE 

desarrollan una EAE más severa que los controles, con un mayor infiltrado de células 

inflamatorias en el sistema nervioso central (Karussis et al. 2003). Además, cuando trataron a 

estos ratones con el péptido COG133, anteriormente mencionado, inhibieron la activación 

de la microglia y de los macrófagos, así como la producción de citocinas pro-inflamatorias 

en el tejido nervioso, disminuyendo como consecuencia las manifestaciones clínicas y la 

mortalidad acelerada características de la EAE (Li et al. 2006).  

Efecto de la dieta rica en colesterol en el perfil lipídico, los niveles de ApoE y la AIC 

Desde hace más de una década se conoce la relación entre la restricción calórica 

en la dieta y la mejoría clínica en varios modelos animales de enfermedad, 

fundamentalmente en los modelos murinos de lupus eritematoso (Brown 2000). Así, 

estudios realizados en ratones MRL/lpr han demostrado que la reducción de un 30-40% en 

la ingesta de alimentos previene la mortalidad acelerada y el desarrollo del síndrome 

proliferativo que caracterizan a este modelo. Esta evolución favorable se asocia a la 

reducción en la secreción de IgG2a, la subclase predominante en los depósitos 

glomerulares de inmunoglobulinas, característicos de la nefritis lúpica (Leiba et al. 2001, Hong 

et al. 2009). También se ha demostrado que la reducción del aporte energético a los ratones 

NZB/NZW atenúa la sobreproducción de IL-2 e IFNγ (Petri 2001) y reduce la progresión de la 
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glomerulonefritis por inmunocomplejos, mejorando significativamente su supervivencia. 

En pacientes con lupus eritematoso o con artritis reumatoide, las dietas hiperlipidémicas, 

ricas en colesterol y grasas saturadas, además de empeorar la esperanza de vida, por su 

asociación a la producción de accidentes vasculares, se asocian a un incremento en la 

sintomatología inflamatoria característica de estas enfermedades (Caetano et al. 2009). 

Con estos antecedentes en mente, nos propusimos comprobar el efecto de una 

dieta hipercolesterolémica en nuestros ratones con AIC, en presencia de niveles normales, 

reducidos o ausentes de ApoE. En base a los antecedentes expuestos en los modelos 

murinos de LES, cabía esperar en principio un empeoramiento del curso clínico en los 

animales alimentados con dieta HC. Sin embargo, lo que se observó fue una reducción de 

la severidad de la artritis en los ratones B10.RIII.WT y B10.RIII.ApoE+/-. La reducción llegó al 

punto de que los scores clínicos de severidad fueron similares en estos dos grupos, cuando 

en ausencia de dieta HC la artritis fue significativamente más severa en el grupo ApoE+/-. 

Por el contrario, la dieta HC no modificó la severidad de la sintomatología de los ratones 

B10.RIII.ApoE-/- cuyos índices clínicos y radiológicos de inflamación articular fueron 

similares a los observados en los ratones alimentados con dieta convencional.  

Dos trabajos previos habían demostrado que la administración de una dieta 

aterogénica, rica en colesterol, en ratones C57BL/6 aumenta los niveles de expresión de 

ApoE en hígado (Peet et al. 1998) o en el suero de ratones WT y ApoE+/- (Zhang et al. 1994). 

Este aumento de ApoE apoya nuestra hipótesis a favor de un papel anti-inflamatorio de 

esta apolipoproteína, aunque en el primero de los trabajos comentados, los niveles de 

ApoE se estudiaron evaluando la expresión de ARNm en los hepatocitos. Para confirmar 

esta variable en nuestro modelo cuantificamos mediante un ensayo de ELISA los niveles de 

ApoE en el suero de los ratones B10.RIII.ApoE-/-, B10.RIII.ApoE+/- y B10.RIII.WT, 

inmunizados con CII-CFA y alimentados con dieta normal o HC. Los resultados mostraron 

que la dieta HC aumentó significativamente los niveles de ApoE en el suero de los ratones 

B10.RIII.WT y B10.RIII.ApoE+/- con respecto a los ratones a los que no se les había 

administrado dieta, siendo más marcado este aumento en el grupo de ratones WT 

alimentados con dieta HC. Estos resultados no coinciden exactamente con los publicados 

por Zhang y colaboradores, que muestran unos niveles de ApoE similares tras 

administración de dieta HC en los ratones ApoE+/- y WT (Zhang et al. 1994). El hecho de que 
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estos autores incluyeran en su dieta aterogénica 0,5% de colato, lo cual favorece la 

absorción intestinal de colesterol, podría explicar esta pequeña discrepancia. 

Además, llevamos a cabo un estudio más completo del perfil lipídico en el suero de 

los ratones alimentados con dieta HC antes de la inmunización con CII y a las 12 semanas 

de evolución de la AIC. Estos estudios pusieron en evidencia que la administración de la 

dieta aumenta los niveles circulantes de colesterol total y LDL/VLDL en los ratones 

B10.RIII.WT, B10.RIII.ApoE+/- y B10.RIII.ApoE-/-, tal como había sido descrito por otros 

autores (Zhang et al. 1994). Bobková y colaboradores, en cambio, a pesar de observar un 

aumento en la colesterolemia tras la administración de una dieta rica en colesterol en 

todos los grupos, sólo observaron un aumento en la fracción LDL/VLDL en los ratones 

ApoE+/- y ApoE-/- (Bobkova et al. 2004). Cuando valoramos los niveles de HDL en presencia de 

dieta HC, se puso en evidencia un aumento en el grupo de los ratones B10.RIII.WT y 

B10.RIII.ApoE+/-. Esto contrasta con lo publicado por Zhang y colaboradores, quienes no 

observaron ningún cambio en los niveles de esta fracción lipoproteica (Zhang et al. 1994). 

Por el contrario, los niveles de HDL en nuestros ratones B10.RIII.ApoE-/- disminuyeron tras 

la administración de dieta HC, lo cual coincide con lo publicado en la literatura (Zhang et al. 

1994). Finalmente, sólo observamos aumento en los niveles séricos de triglicéridos en los 

ratones B10.RIII.ApoE-/- alimentados con dieta HC, mientras que en los otros dos grupos no 

se encontró una diferencia significativa con respecto a los animales alimentados con dieta 

convencional. Estos resultados difieren de los presentados por Zhang y colaboradores, 

quienes describen una reducción del 40% en los niveles de triglicéridos de los ratones 

deficientes en ApoE respecto a los WT (Zhang et al. 1994). De nuevo, atribuimos estas 

diferencias al empleo de dietas diferentes, con distinta composición calórica y presencia 

de colato en el caso del trabajo de estos últimos autores. 

Relación de la severidad de la artritis en ratones deficientes en ApoE con modificaciones 

en los indicadores de la inmunidad innata y adaptativa. 

En el presente trabajo hemos estudiado los niveles de expresión de diferentes 

citocinas pro-inflamatorias y artritogénicas en las articulaciones de los ratones 

inmunizados con CII mediante análisis de los niveles de ARNm. Nuestros resultados 

muestran un marcado aumento en los niveles de IL-1β, IL-6, IL-17, IL-21, IFNγ y TNFα en los 

animales con artritis. En todas estas citocinas, con la excepción de TNFα, este aumento fue 

más marcado en los ratones deficientes en ApoE con respecto a los controles. Dado el 
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papel que se le ha atribuido al TNFα en la inflamación y la destrucción articular de los 

pacientes con AR, fue una sorpresa encontrar niveles de ARNm para TNFα muy similares 

entre ambos grupos de animales con una evolución clínica diferente. No obstante, dada la 

relevancia del TNFα en la respuesta fisiológica a la inflamación y en la respuesta inmune 

adaptativa, es lógico concebir que su expresión y actividad estén estrictamente 

controlados a múltiples niveles, dadas las consecuencias patológicas que conlleva su 

producción en exceso (Schottelius et al. 2004). Podríamos especular, por lo tanto, que la 

regulación post-transcripcional de TNFα en los ratones ApoE-/- inmunizados podría ser 

deficiente, sin verse afectados los niveles de expresión de esta citocina a nivel del ARNm. 

No obstante, esta es una hipótesis que no hemos podido constatar al no disponer de una 

técnica capaz de cuantificar la concentración de esta proteína en los tejidos. Por otro lado, 

en nuestra experiencia, la correlación de los niveles séricos, tanto de TNFα como de otras 

citocinas, con la producción de las mismas a nivel tisular es baja y los resultados obtenidos 

son generalmente de difícil interpretación. 

Un hallazgo curioso es el reportado por Notley y colaboradores, quienes 

demostraron que cuando se bloqueaba TNFα, con una proteína de fusión TNFR-Fc o con 

un anticuerpo monoclonal anti-TNF, se reducía la severidad de la AIC pero, 

inesperadamente, se expandían las supoblaciones Th1 y Th17 (cuya patogenicidad habían 

puesto en evidencia por transferencia adoptiva). En base a sus resultados, estos 

investigadores postularon que TNFα cumple dos funciones diferentes en la AIC: por un 

lado promueve la acumulación de células Th1 y Th17 en las articulaciones afectadas por la 

artritis y, por otra parte, limita las respuestas de las células T CD4+ patogénicas en los 

órganos linfoides periféricos (Notley et al. 2008).  

Se cuantificaron también los niveles de ARNm de las citocinas artritogénicas IL-1β, 

IL-6 y TNFα en las articulaciones de los ratones alimentados con dieta HC tras la inducción 

de AIC. Los ratones heterocigotos para ApoE mostraron un patrón de expresión de 

citocinas similar al de los ratones deficientes en ApoE. Sin embargo, una vez más los 

niveles de TNFα se mantuvieron sin cambios entre los tres grupos de estudio. Un dato 

curioso es que la dieta HC parece no modular el patrón de expresión de las citocinas pro-

inflamatorias estudiadas, a pesar de la mejoría clínica. No obstante, tal como lo sugerimos 

para la citocina TNFα, es probable que la dieta HC esté regulando la expresión de las 

citocinas pro-inflamatorias a nivel post-transcripcional.  
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En la AIC, el daño estructural de las articulaciones está provocado por un efecto 

directo de las células inflamatorias, tanto de la inmunidad innata como de la adaptativa. 

Sin embargo, la inmunidad humoral, fundamentalmente en forma de anticuerpos IgG1 e 

IgG2a anti-CII, también participa en la patogenia del proceso, si bien su papel parece menos 

decisivo. Independientemente de su contribución en la artritis, el estudio del balance de 

los títulos de anticuerpos anti-CII de estas dos subclases de IgGs ofrece una visión indirecta 

de la participación de los linfocitos Th1 (IgG2a) o Th2 (IgG1) en el proceso. En paralelo con 

un aumento en la severidad de la AIC, en los ratones deficientes en ApoE observamos una 

respuesta alterada de anticuerpos anti-CII (CII) tras la inmunización con este antígeno. 

Concretamente, los ratones B10.RIII.ApoE-/- produjeron niveles más bajos de anticuerpos 

IgG1 anti-CII que los ratones B10.RIII.WT, indicando una inhibición de la diferenciación al 

fenotipo Th2, menos inflamatorio. Los experimentos realizados en presencia de una dieta 

HC ofrecieron resultados complementarios de interés, como la disminución significativa en 

los niveles de IgG2a en el grupo de los ratones B10.RIII.WT y B10.RIII.ApoE+/-, pero no en los 

ratones B10.RIII.ApoE-/- que siguieron mostrando niveles elevados. Por el contrario, la dieta 

HC no modificó significativamente los niveles de IgG1 en ninguno de los tres grupos. Estos 

resultados indicarían una depresión en la respuesta de las células Th1 como consecuencia 

de la administración de una dieta HC, la cual incrementa los niveles de ApoE en los ratones 

WT y ApoE+/-. Por el contrario, esto no ocurre en los animales que no tienen la capacidad 

de compensar el exceso de colesterol en la dieta con un incremento en los niveles séricos 

de ApoE. 

El porcentaje de las diferentes subpoblaciones de células T CD4+ se evaluó también 

en los ganglios linfáticos regionales analizando los porcentajes de células que sintetizan las 

citocinas específicas de cada uno de estos subtipos celulares. Tanto en los ratones 

B10.RIII.ApoE-/- como en los B10.RIII.WT el porcentaje de células Th1, definidas por el 

fenotipo CD4+IFNγ+, y Th17 (CD4+IL-17+), estaba aumentado, aunque el incremento de 

ambas subpoblaciones fue más marcado en los ratones B10.RIII.ApoE-/-. Por el contrario, la 

frecuencia de células T CD4+ con actividad reguladora/supresora (células Treg, 

caracterizadas por un fenotipo CD4+ CD25+ Foxp3+), no se vio afectada por la deficiencia de 

ApoE. 

El protagonismo de las células Th17 en la patogenia de la AR y en su modelo 

experimental de la AIC está claramente definido (Lubberts et al. 2004, Sato et al. 2006). En el 
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tiempo en el que imperaba el paradigma Th1/Th2 en Inmunología, el papel en la AIC y la 

AR de las citocinas IL-2 y TNFα, típicamente asociadas a la respuesta Th1, junto al papel 

protector de la IL-4, citocina característica de Th2, ubicaba a la AIC como un modelo de 

enfermedad Th1. Sin embargo, el papel protector de IFNγ, citocina clave en el fenotipo 

Th1, en la AIC descomponía este esquema (Vermeire et al. 1997). La observación de que un 

anticuerpo anti-IL-12, citocina estimuladora de la secreción de IFNγ y de la diferenciación a 

Th1, previniera completamente el desarrollo de AIC (Matthys et al. 1998) añadió aún más 

confusión. Más aún, cuando el efecto fue más marcado en ratones deficientes en el 

receptor de IFNγ. Diez años más tarde pudimos entender estos resultados. El anticuerpo 

anti-IL-12 empleado por Matthys y colaboradores en sus experimentos reconoce una de 

las dos subunidades que componen la IL-12, denominada p40. Pero esta subunidad es 

compartida por otra citocina, la IL-23, requerida para un nuevo subtipo funcional de 

linfocitos T CD4+, las células Th17. Así, el tratamiento con el anticuerpo de Matthys 

bloquea también el desarrollo de las células Th17, las cuales juegan un papel central en el 

patogenia de la AIC. Prueba de ello es que su neutralización mediante tratamiento con un 

anticuerpo anti-IL-17 previene el desarrollo de artritis y reduce notablemente las 

respuestas humoral y celular en la AIC (Kelchtermans et al. 2009).  

Los linfocitos Th17 incitan a otras células a producir IL-1, TNFα, IL-6, RANK-L, 

metaloproteinasas y quimiocinas, provocando una potente respuesta inflamatoria local y 

sistémica (Crome, Wang and Levings 2010, Luckheeram et al. 2012). Otra de las citocinas efectoras 

de las células Th17 es la IL-22, una citocina de la familia de la IL-10, que actúa sobre varios 

tipos celulares (hepatocitos, células epiteliales, queratinocitos y fibroblastos) induciendo 

metaloproteinasas y quimiocinas. La IL-22 también participa en la patogenia de la AIC, 

como demuestra la reducción en la susceptibilidad a AIC en ratones deficientes en IL-22 

(Geboes et al. 2009). Sin embargo, estos ratones deficientes en IL-22 tienen niveles más altos 

de anticuerpos anti-CII, sugiriendo que la respuesta autoinmune antígeno-específica juega 

un papel más secundario que la inmunidad innata en la patogenia de la AIC. En línea con 

esto, en la patogenia de la AIC se ha implicado a citocinas típicas de la respuesta inmune 

innata, como IL-1, IL-18 e IL-33 (Banda et al. 2003, Palmer et al. 2009). 

El papel de las células Th1 en la AIC y en la AR, en cambio, es aún controvertido. La 

administración de IFNγ al mismo tiempo que se lleva a cabo la inmunización con CII 

aumentó la incidencia de AIC y aceleró el inicio de la enfermedad en los experimentos 
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desarrollados por Cooper y colaboradores (Cooper, Sriram and Ranges 1988). Además, la 

deficiencia en IFNγ aumentó la susceptibilidad de los ratones C57BL/6 a la AIC (Guedez et al. 

2001, Chu et al. 2003). Por el contrario, otros trabajos sugieren una función protectora de 

IFNγ en la AIC. Se ha demostrado, por ejemplo, que los ratones DBA/1 deficientes en el 

receptor de IFNγ desarrollan una AIC más severa y acelerada que los ratones control 

(Manoury-Schwartz et al. 1997, Vermeire et al. 1997). Volviendo a los experimentos de Matthys y 

colaboradores, comentados anteriormente, en los que empleaban un anticuerpo frente a 

la subunidad p40 de la IL-12 y la IL-23 (Matthys et al. 1998), el hecho de que este anticuerpo 

fuera aún más eficaz previniendo la artritis en los ratones deficientes en el receptor de 

IFNγ, indica que esta citocina, y en consecuencia las células Th1, también participan en los 

mecanismos patogénicos responsables del desarrollo de AIC, si bien su papel en el proceso 

parece menos relevante que el de las células Th17. 

 

También a nivel clínico, diversos estudios han demostrado que en el tejido sinovial 

inflamado de los pacientes con artritis reumatoide se ponen en marcha mecanismos 

moduladores que polarizan la diferenciación de las células T CD4+ hacia el fenotipo Th17 y 

que estos fenómenos guardan una estrecha correlación con la producción de erosiones en 

el cartílago y el hueso adyacente en las articulaciones de estos pacientes (Dong and Zhu 

2012). En la base de esta asociación están las evidencias que demuestran que las células 

Th17 inducen la expresión en las células sinoviales de RANK-L, un ligando implicado en la 

activación de NFκB. La unión de RANK-L a RANK, expresado en los osteoclastos, activa a 

estas células de estirpe macrofágica y estimula su diferenciación a células con una intensa 

capacidad para reabsorber tejido óseo, con la consecuente producción de las erosiones 

yuxtaarticulares características de la AR y de la AIC (Okamoto and Takayanagi 2011). En línea 

con ello, estudios clínicos preliminares han mostrado que la neutralización de la citocina 

IL-17 interfiere en la cascada inflamatoria intraarticular en los pacientes con AR en fase 

activa, mejorando el curso clínico de la artritis (van den Berg and Miossec 2009). 

Recapitulación y perspectiva 

Los datos aportados en el presente trabajo apoyan la idea de que ApoE tiene la 

capacidad de modular negativamente la actividad inflamatoria en la AIC. Este efecto 

parece llevarse a cabo a través de una modulación tanto de la respuesta inmune innata, 

como demuestra la disminución en la expresión de la mayoría de las citocinas pro-
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inflamatorias, como de la respuesta inmune adaptativa, según indican los cambios en los 

perfiles de expresión en las articulaciones de citocinas características de las poblaciones 

Th1 y Th17 y en los isotipos de IgG en las respuestas humorales anti-CII.   

Aunque aún estamos lejos de establecer las bases moleculares del efecto 

inmunorregulador de ApoE, se postula que interviene en diversas vías de señalización. Por 

un lado, ApoE podría modular vías de transcripción sensibles a modificaciones redox, 

como las que implican a NFκB y a MAPK (Ophir et al. 2005). ApoE podría regular también la 

respuesta inmune mediante unión a sus receptores de superficie (Jofre-Monseny, Minihane 

and Rimbach 2008). Recientemente ha cobrado auge la posibilidad de que ApoE interaccione 

con otras moléculas inmunorreguladoras, como TGFβ1, en el contexto del agregado 

molecular que forma las lipoproteínas (Tesseur et al. 2009).  

TGFβ (transforming growth factor-β) constituye una familia de factores solubles 

con múltiples funciones en desarrollo, mantenimiento y reparación de tejidos y en el 

control de la respuesta inmune, donde el miembro más relevante es TGFβ1 (Derynck and 

Zhang 2003). Tesseur y colaboradores han descrito recientemente que TGFβ1 contiene 

varias hélices anfipáticas y dominios hidrofóbicos similares a ApoE (Tesseur et al. 2009). De 

hecho, TGFβ1 se asocia con lipoproteínas aisladas de plasma humano y de células en 

cultivo (hepatocitos o astrocitos) y su bioactividad es mayor en preparaciones enriquecidas 

en HDLs. La asociación de TGFβ con ApoE podría regular su señalización a diferentes 

niveles: (1) facilitando su difusión; (2) regulando la intensidad de señalización; y (3) 

contribuyendo a la especificidad por receptores celulares. Sin embargo, no es sencillo 

reproducir in vitro el modelo molecular de la asociación ApoE/TGFβ1 con proteínas 

purificadas, dado que ambas moléculas no se unen directamente entre sí, sino a través de 

los lípidos que componen el entramado de la lipoproteína (Tesseur et al. 2009). 

Para complicar un poco más este modelo un tercer factor, el colesterol, entra 

también en escena. Por un lado, sus niveles están estrechamente regulados por ApoE, 

mediante transporte retrógrado al hígado. Por otro, el colesterol es crítico para la 

formación de dos dominios de membrana: las balsas lipídicas y las caveolas (Harder and 

Simons 1997). Esto es importante, ya que la localización de las dos subunidades del receptor 

de TGFβ1 (TβR-I y TβR-II) en estos dominios provoca su endocitosis y posterior 

degradación, regulando negativamente la señalización de TGFβ a través de Smads (Di 

Guglielmo et al. 2003). Por el contrario, la presencia de las subunidades del receptor fuera de 
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estos dominios conlleva una endocitosis mediada por clatrina, generándose endosomas 

con capacidad señalizadora y activación de la ruta de señalización de TGFβ dependiente de 

Smads (Di Guglielmo et al. 2003). Resultados recientes de Chen y colaboradores muestran que 

los niveles elevados de colesterol en plasma, o la adición de colesterol a células en cultivo, 

interfieren con la unión de TGFβ1 a sus receptores en la membrana celular. Por el 

contrario, el tratamiento con estatinas, que disminuyen o eliminan el colesterol, 

incrementa el coeficiente de unión de TGFβ1 a sus receptores en todos los tipos celulares 

estudiados (Chen, Huang and Huang 2008). Dado el papel central de TGFβ1 en el control y 

diferenciación de la respuesta inmune parece importante desentrañar las consecuencias 

de esta triple asociación para poder comprender el efecto inmunorregulador de ApoE.  

TGFβ1 es un factor clave para la diferenciación de los linfocitos T CD4+ naïve (CD25- 

Foxp3-) a dos fenotipos funcionalmente opuestos: los iTreg -linfocitos T reguladores 

inducibles, CD25+ Foxp3+, con actividad supresora de la respuesta inmune-, y las células 

Th17 -linfocitos T efectores, CD25+ Foxp3-, productores de IL-17, entre otras citocinas, que 

promueven una potente respuesta inmunológica frente a bacterias extracelulares y 

hongos y poseen un elevado potencial inflamatorio- (Bettelli et al. 2006, Mucida et al. 2007, 

Manel, Unutmaz and Littman 2008, Yang et al. 2008). Lo que hace peculiar esta ambivalencia de 

TGFβ es que en muchas enfermedades autoinmunes, como la AR o la esclerosis múltiple, la 

activación de células Th17 frente a autoantígenos coincide con una disfunción de linfocitos 

Treg (Awasthi, Murugaiyan and Kuchroo 2008). Diferentes estudios han ayudado a explicar esta 

aparente ambivalencia de TGFβ en el control de la diferenciación funcional de linfocitos T 

CD4+: TGFβ promueve la generación de linfocitos Th17 si concurren citocinas pro-

inflamatorias (principalmente IL-6 e IL-21, aunque también IL-1β, regulando 

conjuntamente la expresión de los factores de transcripción RORγt y RORα (Bettelli et al. 

2006, Mucida et al. 2007, Manel et al. 2008, Yang et al. 2008). Sin embargo, en ausencia de estas 

citocinas, TGFβ induce expresión del factor de transcripción Foxp3 promoviendo la 

generación de linfocitos iTreg. Además de este mecanismo, en nuestro grupo hemos 

observado recientemente que la regulación de la intensidad de la señalización por TGFβ en 

la célula T naïve determina en gran medida su diferenciación funcional, 

independientemente de la presencia o ausencia de señales pro-inflamatorias en el entorno 

(Postigo et al., manuscrito en preparación). En este sentido, reguladores positivos de la 

señalización por TGFβ promueven el desarrollo preferencial de linfocitos Treg incluso en 

presencia de IL-6 (Iglesias et al. 2013). Un concepto que emerge con fuerza en los últimos 
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años es que las poblaciones Th son plásticas y que por lo tanto los fenotipos funcionales 

no son estables (Littman and Rudensky 2010). Esto es especialmente relevante en el caso de 

los linfocitos Tregs que pueden convertirse en células productoras de IL-17 en presencia de 

estímulos pro-inflamatorios, tales como IL-6 e IL-1β(Xu et al. 2007, Li, Kim and Boussiotis 2010). 

Limitaciones del modelo AIC para estudiar la relación aterosclerosis-inflamación sistémica 

Una de las premisas del presente trabajo fue la especial susceptibilidad de los 

pacientes con enfermedades autoinmunes sistémicas al desarrollo de una enfermedad 

aterosclerótica acelerada, causa principal de morbi-mortalidad en estas entidades clínicas. 

Esta circunstancia convierte a los modelos experimentales de estas enfermedades en 

herramientas especialmente atractivas para estudiar mecanismos patogénicos y diseñar 

estrategias terapéuticas encaminadas a prevenir la aterosclerosis en estos pacientes. 

Aunque, por las razones que se exponen a continuación, el presente trabajo no ha tenido 

finalmente esta orientación, queremos terminar la discusión con un breve comentario 

sobre las limitaciones de muchos modelos murinos de enfermedades autoinmunes, y en 

concreto el modelo AIC, para ayudar a buscar soluciones al problema expuesto.  

La primera cuestión a tener en cuenta es la particular resistencia del ratón al 

desarrollo de aterosclerosis por su peculiar perfil lipídico, con niveles de HDL más elevados 

que en otras especies como la humana. Sólo los ratones deficientes en moléculas 

relevantes para la regulación del metabolismo lipídico, como ApoE o su receptor LDLR, son 

susceptibles a padecer lesiones ateroscleróticas similares a las desarrolladas en los seres 

humanos. La segunda es que la mayoría de los modelos de enfermedades inflamatorias en 

el ratón se desencadenan mediante protocolos de inmunización cuya eficiencia es 

absolutamente dependiente del empleo de adyuvantes potentes. En el caso de la AIC se 

utiliza el adyuvante completo de Freund (CFA), suplementado con una alta concentración 

de Mycobacterium tuberculosis muerto.  

El problema consiste en que tanto el CFA, como el adyuvante incompleto (IFA, 

desprovisto de Mycobacterium) o incluso las sales de aluminio (alum: adyuvante habitual 

en vacunación en humanos) inhiben el desarrollo de aterosclerosis tanto en los ratones 

ApoE-/- (Hansen et al. 2001, Mallat et al. 2003, Khallou-Laschet et al. 2006, Klingenberg et al. 2012) 

como en los LDLR-/- (Binder et al. 2003). Este efecto inhibitorio se obtiene tanto tras la 

administración aislada de los adyuvantes, como al emplearse en protocolos de 
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inmunización con diversos antígenos y, además, es independiente de su ruta de 

administración (Khallou-Laschet et al. 2006). En las fases iniciales de este proyecto, también 

nosotros constatamos este efecto protector de la aterosclerosis tanto en los ratones ApoE 

-/- inmunizados con CII-CFA como en aquellos a los que les habíamos administrado PBS 

emulsionado con CFA, los cuales evidentemente no desarrollaban AIC. Los mecanismos 

con los que se ha asociado este efecto inhibidor del desarrollo de la placa ateromatosa, 

por coincidir tras el uso de los tres adyuvantes son: (1) el incremento en la estimulación de 

respuestas Th2; (2) la producción de anticuerpos de tipo IgM contra LDL oxidadas; y (3) el 

cambio del perfil lipídico a un fenotipo ateroprotector (Khallou-Laschet et al. 2006). 

Por el contrario, la administración de ADN bacteriano rico en dinucleótidos CpG no 

metilados, un nuevo adyuvante cuyo mecanismo de acción está mediado por su 

interacción con receptores TLR-9 en macrófagos y células dendríticas (Weiner 2000, Gupta 

and Agrawal 2010), no afecta al desarrollo de la placa de ateroma en los ratones deficientes 

en ApoE (Khallou-Laschet et al. 2006). La puesta a punto del modelo de AIC utilizando como 

adyuvante CpG en lugar de CFA podría eventualmente posibilitar el análisis del efecto de la 

artritis inducida por CII sobre la aterosclerosis que se desarrolla en los ratones deficientes 

en ApoE o en LDLR. Así mismo, Rose y colaboradores han generado recientemente un 

modelo murino que desarrolla espontáneamente una patología de características muy 

similares a la AR en humanos (los ratones K/BxAg7), y que es también susceptible a 

desarrollar aterosclerosis, y todo ello sin necesidad de utilizar adyuvantes (Rose et al. 2012). 

Este nuevo modelo murino también podría ser una alternativa para estudiar la relación 

entre arteriosclerosis y AR/AIC.  
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1) Los ratones B10.RIII.ApoE-/- inmunizados con CII-CFA desarrollan una AIC más 

severa y acelerada que los ratones B10.RIII.WT, tanto a nivel clínico, radiológico e 

histológico. Además, estos ratones deficientes en ApoE presentan mayores niveles de 

colesterol total y triglicéridos con respecto a los ratones B10.RIII.WT. Estos mayores 

niveles de colesterol se deben principalmente a un aumento en la fracción LDL/VLDL. La 

inducción de artritis en ambos grupos de ratones no modificó su perfil lipídico. 

2) El aumento en la severidad de la artritis en los ratones B10.RIII.ApoE-/- con respecto 

a los B10.RIII.WT se asocia con un aumento en la expresión de las citocinas pro-

inflamatorias en las articulaciones, una expansión de las subpoblaciones celulares Th1 y 

Th17 y menores niveles de anticuerpos anti-CII del subtipo IgG1. 

3) El desarrollo de AIC en nuestro modelo no empeora la enfermedad aterosclerótica 

en los ratones B10.RIII.ApoE-/- respecto a los ratones a los que no se les indujo la 

enfermedad. El adyuvante utilizado en la inmunización tendría un efecto ateroprotector 

que enmascararía el efecto pro-aterogénico del ambiente inflamatorio presente en la AR. 

Un modelo experimental que requiera este tipo de adyuvante para inducir artritis no es el 

adecuado para estudiar la relación entre ambas patologías.  

4) Los ratones B10.RIII.ApoE+/- presentan un perfil lipídico similar al de los ratones 

control, a pesar de tener la mitad de ApoE en circulación con respecto a los B10.RIII.WT. 

Sólo tienen niveles ligeramente menores de la fracción HDL con respecto a los ratones 

B10.RIII.WT. Estos ratones heterocigotos para ApoE desarrollan una AIC de mayor 

severidad que los ratones B10.RIII.WT, similar a la observada en los ratones deficientes 

para ApoE, tanto a nivel clínico como radiológico. 

5) No se observan diferencias entre las propiedades pro o anti-inflamatorias de las 

partículas de HDL de los ratones B10.RIII.ApoE+/- y B10.RIII.ApoE-/- respecto a los ratones 

B10.RIII.WT, lo cual sugiere que no es el papel de ApoE el metabolismo de lípidos lo que 

produce el agravamiento de la artritis en los ratones heterocigotos y deficientes en ApoE. 

6) La administración de una dieta hipercolesterolémica sólo produce un ligero 

aumento en la colesterolemia en los ratones B10.RIII.WT y B10.RIII.ApoE+/-, afectando 

severamente a los ratones B10.RIII.ApoE-/-. Por otra parte, la administración de este tipo 

de dieta disminuye la severidad de la artritis en los ratones B10.RIII.WT y B10.RIII.ApoE+/-, 
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sin afectar a los ratones B10.RIII.ApoE-/-. El efecto beneficioso de la dieta 

hipercolesterolémica en la AIC de los ratones B10.RIII.WT y B10.RIII.ApoE+/- se correlaciona 

con un aumento en los niveles circulantes de ApoE. 

7) La administración de una dieta hipercolesterolémica modifica el patrón de 

respuesta de anticuerpos anti-CII en los ratones B10.RIII.WT y B10.RIII.ApoE+/- inmunizados 

con CII. Así, los ratones B10.RIII.WT y B10.RIII.ApoE+/- a los que se les indujo artritis 

muestran menores niveles de anticuerpos anti-CII del subtipo IgG2a tras la administración 

de una dieta rica en colesterol. La dieta aterogénica, en cambio, no modula la expresión de 

citocinas pro-inflamatorias en las articulaciones de los ratones luego de la inducción de 

artritis. 

8) Por lo tanto, ApoE actúa como una molécula inmunomoduladora en el proceso 

inflamatorio que se desarrolla en la artritis inducida por colágeno.  
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Exacerbation of Type II Collagen–Induced Arthritis in
Apolipoprotein E–Deficient Mice in Association With the

Expansion of Th1 and Th17 Cells
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Objective. To explore the bidirectional relation-
ship between the development of rheumatoid arthritis
(RA) and atherosclerosis using bovine type II collagen
(CII)–immunized B10.RIII apoE�/� mice, a murine
model of spontaneous atherosclerosis and collagen-
induced arthritis (CIA).

Methods. Male B10.RIII apoE�/� mice and wild-
type controls were immunized with 150 �g of CII
emulsified in Freund’s complete adjuvant (CFA). The
clinical, radiologic, and histopathologic severity of CIA,
the levels of circulating IgG1 and IgG2a anti-CII anti-
bodies, the expression of proinflammatory and anti-
inflammatory cytokines in the joints, and the percent-
ages of Th1, Th17, and Treg lymphocytes in the draining
lymph nodes were evaluated during CIA induction. In
addition, the size of atherosclerotic lesions was assessed
in these mice 8 weeks after CIA induction.

Results. B10.RIII apoE�/� mice that were immu-
nized with CII and CFA developed an exacerbated CIA
that was accompanied by increased joint expression of

multiple proinflammatory cytokines and by the expan-
sion in the draining lymph nodes of Th1 and Th17 cells.
In contrast, the size of vascular lesions in B10.RIII
apoE�/� mice was not affected by the development of
CIA.

Conclusion. Our findings indicate that a defi-
ciency in apolipoprotein E and/or its consequences in
cholesterol metabolism act as accelerating factors in
autoimmunity by promoting Th1 and Th17 inflamma-
tory responses.

Rheumatoid arthritis (RA), a chronic auto-
immune disease that results in joint inflammation and
destruction, is associated with an increased risk of
cardiovascular disease due to accelerated atherosclerosis
(1,2). The inflammatory environment associated with
RA, rather than traditional cardiovascular risk factors,
has been postulated to be implicated in the accelerated
atherosclerosis in these patients (3). In addition, an
association between active RA and altered lipid profiles
in plasma, manifested by low levels of high-density
lipoprotein (HDL) cholesterol, a high ratio of total
cholesterol to HDL cholesterol, and high levels of
triglyceride, has been established (4–6). These unfavor-
able lipid changes may already be present at least 10
years before the onset of RA (7), suggesting their
potential involvement in the initiation and/or activity of
this systemic autoimmune disease. In fact, HDL not only
participates in the reverse transport of cholesterol, pro-
moting cellular cholesterol efflux from peripheral cells
to the liver for excretion, but also possesses antiinflam-
matory properties, including its ability to protect low-
density lipoprotein (LDL) from oxidation (8–11). How-
ever, the notion of a mechanistic relationship between
altered plasma lipid profiles and active RA lacks appro-
priate experimental evidence in well-defined animal
models.
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Mice deficient in apolipoprotein E (apoE�/�

mice) constitute an excellent animal model in which to
explore the metabolic and immunologic mechanisms
involved in atherosclerosis (12,13). These mice sponta-
neously develop atherosclerosis in a time- and diet-
dependent manner in association with reduced levels of
HDL cholesterol and increased levels of total choles-
terol and LDL cholesterol in plasma. Immunization of
susceptible strains of mice, such as B10.RIII (H-2r) mice,
with bovine type II collagen (CII) emulsified in Freund’s
complete adjuvant (CFA) results in the development of
a destructive inflammatory joint disease resembling hu-
man RA (14). Both atherosclerosis in apoE�/� mice and
CII–induced arthritis (CIA) in predisposed animals are
mediated by a particular functional subpopulation of
antigen-driven CD4� cells, termed Th17 cells, that
produce interleukin-6 (IL-6), IL-17A, and IL-21 cyto-
kines (15–19). In fact, blockade of IL-17A results in
reduced atherosclerosis in apoE�/� mice, and animals
with impaired Th17 differentiation develop an attenu-
ated form of CIA (13,17,18).

In the present study, we used B10.RIII apoE�/�

mice immunized with bovine CII and CFA to investigate
whether the proinflammatory and/or metabolic altera-
tions that are involved in the pathogenesis of each
process separately collaborate in promoting an acceler-
ated atherosclerosis and/or arthritis. Unlike the results
of a recent study of C57BL/6 apoE�/� (B6.apoE�/�)
mice immunized with chicken CII and CFA (20), our
results demonstrated that B10.RIII apoE�/� mice de-
velop accelerated and exacerbated CIA after immuniza-
tion with CII and CFA. This enhanced severity was
accompanied by increased expression of multiple proin-
flammatory cytokines in mouse joints and by the expan-
sion of Th1 and Th17 cells in the draining lymph nodes.
In contrast, the intensity of vascular lesions in B10.RIII
apoE�/� mice immunized with CII and CFA was not
affected by the development of CIA.

MATERIALS AND METHODS

Mice. B6.apoE�/� (H-2b) and B10.RIII (H-2r) mice
were purchased from Charles River and Harlan Iberica, re-
spectively. B10.RIII apoE�/� mice were generated in our
animal facilities by backcrossing B6.apoE�/� mice with
B10.RIII mice for 10 generations. At the second backcross
generation, H-2r/r mice were selected by flow cytometry using
specific monoclonal antibodies (mAb) against H-2b and H-2r

(BD Biosciences). At the tenth backcross generation, male and
female B10.RIII apoE�/� mice were intercrossed, and the
resulting apoE�/� homozygous mice were selected by poly-
merase chain reaction (PCR) of genomic DNA extracted from
mouse tails. Mice were fed a normal chow diet ad libitum and

were bled from the retroorbital plexus 8 weeks after immuni-
zation. All experiments with live animals were approved by the
Universidad de Cantabria Institutional Laboratory Animal
Care and Use Committee.

Induction and assessment of arthritis. Bovine CII
(provided by Dr. Marie Griffiths, University of Utah, Salt Lake
City, UT) was dissolved at a concentration of 2 mg/ml in
0.05M acetic acid and emulsified with CFA containing 4 mg/ml
of Mycobacterium tuberculosis (MD Bioproducts). For the
induction of CIA, 8–12-week-old male mice were immunized
once at the base of the tail with 150 �g of antigen in a final
volume of 150 �l. In some experiments, mice injected with
phosphate buffered saline (PBS) and CFA were used as
CIA-negative controls. A clinical evaluation of arthritis sever-
ity was performed as described previously (21).

Radiologic studies were performed using a CCX x-ray
source of 70 kV, with an exposure time of 90 msec (Trophy Irix
X-Ray System; Kodak Spain) and Trophy RVG Digital Imag-
ing System, as previously described (21). Radiologic images
were graded for the presence of the following 4 different
radiologic lesions: soft tissue swelling, juxtaarticular osteope-
nia due to alterations in bone density, joint space narrowing or
disappearance, and bone surface irregularities due to marginal
erosions and/or periosteal new bone formation. The extent of
each individual lesion in each paw was graded on a scale of
0–2, where 0 � absent, 1 � local (affecting 1 digit or 1 joint in
the carpus), and 2 � diffuse (affecting �2 digits and/or �2
joints in the carpus).

Mice were killed 8 weeks after immunization, and the
hind paws were fixed in 10% phosphate buffered formaldehyde
solution and decalcified overnight in Parengy’s decalcification
solution. The tissue was then embedded in paraffin. Sections
(5 �m) were stained with hematoxylin and eosin (H&E),
examined under a light phase microscope, and scored on a
scale of 0–3 as described previously (22).

Serologic analysis. Levels of total cholesterol, HDL
cholesterol, LDL and very low-density lipoprotein (VLDL)
cholesterol combined, and triglycerides in mouse serum sam-
ples were determined using enzymatic assays (cholesterol assay
kit [BioVision] and Triglyceride-LQ assay [Spinreact]) accord-
ing to the recommendations of the manufacturer. Serum levels
of IgG1 and IgG2a anti-CII antibodies were measured by
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) as previously
described (23). Results were expressed in titration units in
reference to a standard curve obtained from a serum pool from
CII-CFA–immunized DBA/1 mice. Serum levels of total IgG1
and IgG2a were determined by ELISA as previously described
(24). Results were expressed in mg/ml in reference to a
standard curve obtained with a mouse reference serum (MP
Biomedicals).

Flow cytometric analysis. The percentages of Th1 and
Th17 cells in the draining lymph nodes of B10.RIII wild-type
and B10.RIII apoE�/� mice before and 3 weeks after immu-
nization with CII-CFA were determined by flow cytometry.
Intracellular cytokine staining was performed using an intra-
cellular staining kit (BD Biosciences). Lymphocytes from
paraaortic lymph nodes were stimulated for 6 hours with
phorbol myristate acetate (50 ng/ml) and ionomycin (750 ng/
ml) in the presence of GolgiStop solution (BD Biosciences)
and stained with fluorescein isothiocyanate–conjugated anti-
CD4 and phycoerythrin (PE)–conjugated anti–interferon-�
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(anti-IFN�) or PE-conjugated anti–IL-17 (all antibodies from
BD Biosciences). A PE-conjugated IgG2a irrelevant antibody
was used as an isotype control for cytokine staining. The
percentages of CD4�CD25�FoxP3� Treg cells were deter-
mined at the same time points by flow cytometry using
conjugated mAb, as described previously (21). A total of 5 �
104 viable cells were analyzed in a FACSCanto II flow cytom-
eter using FACSDiva software (BD Biosciences).

Real-time quantitative reverse transcriptase–PCR
(RT-PCR) analyses. Total RNA was obtained from mouse
joints by TRIzol extraction (Invitrogen Life Technologies).
One microgram of the isolated RNA was used for complemen-
tary DNA synthesis using an RT-PCR kit according to the
recommendations of the manufacturer (Amersham Pharmacia
Biotech). Real-time quantitative RT-PCR was performed on
an MX-3000P Stratagene instrument (Agilent Technologies)
using specific TaqMan expression assays and universal PCR
Master Mix (Applied Biosystems Life Technologies). Results
(in triplicate) were normalized to GAPDH expression and
measured in parallel in each sample. Data were expressed as
the mean fold change relative to control samples.

Evaluation of atherosclerosis. The extent of athero-
sclerosis was quantified as previously described (25). Briefly,
8–10 sections (5 �m) obtained at 50-�m intervals from
paraffin-embedded aortic sinus of PBS-CFA–immunized and
CII-CFA–immunized B10.RIII apoE�/� mice were stained
with H&E. Lesion size was determined by computer-assisted
morphometry and expressed as the percentage of the surface
area of the aorta occupied by lesions according to the following

formula: (� area of lesion/� total internal perimeter of the
aorta) � 100. For cellular characterization of atherosclerotic
lesions, macrophages were detected by immunohistochemistry
using a biotin-labeled rat anti-Mac2 mAb (clone M3/38; Cedar-
lane Laboratories), followed by streptavidin–horseradish per-
oxidase (BD Biosciences), and diaminobenzidine substrate (Dako
Diagnósticos). Specimens were counterstained with hematoxy-
lin. Staining with anti–Mac-2 was expressed as the percentage
of stained surface area within the lesions (anti–Mac-2–stained
surface/total lesion surface � 100), as previously described (26).

Statistical analysis. Statistical analysis of the differ-
ences between groups of mice was performed by Mann-
Whitney test. P values less than 0.05 were considered significant.

Figure 1. Serum lipid profiles in B10.RIII apoE�/� mice during
development of collagen-induced arthritis (CIA). Levels of A, total
cholesterol, high-density lipoprotein (HDL) cholesterol, and the com-
bination of low-density lipoprotein (LDL) and very low-density lipo-
protein (VLDL) cholesterol and B, triglycerides in the sera of male
B10.RIII wild-type (WT) and B10.RIII apoE�/� mice were deter-
mined 8 weeks after induction of CIA. The lower limit of detection was
0.5 mg/dl in both A and B. Representative results from 3 independent
experiments are shown. Values are the mean � SD (n � 8–10 animals per
group). ��� � P � 0.001.

Figure 2. Exacerbated clinical signs and altered anti–type II collagen
(anti-Col II [anti-CII]) antibody responses in B10.RIII apoE�/� mice
developing collagen-induced arthritis (CIA). Male B10.RIII wild-type
(WT) and B10.RIII apoE�/� mice (8–12 weeks old) were immunized
with CII and Freund’s complete adjuvant (CFA). A, Cumulative
incidence of CIA. Values are the mean � SD percentage of affected
mice at the indicated week after immunization (n � 26 mice per
group). B, Clinical severity of CIA 8 weeks after immunization with
CII-CFA. C, Serum levels of IgG1 and IgG2a anti-CII antibodies
before and 8 weeks after immunization with CII-CFA. In B and C,
circles represent individual mice and horizontal lines represent the
mean. � � P � 0.05; �� � P � 0.01.

APOLIPOPROTEIN E DEFICIENCY EXACERBATES CIA 973



RESULTS

Development of severe CIA in B10.RIII apoE�/�

mice. To explore whether the deficiency in apoE influ-
enced the clinical progression of CIA in B10.RIII mice,
we immunized B10.RIII wild-type and B10.RIII
apoE�/� mice with CII-CFA. We first analyzed serum
lipid profiles in these groups of mice 8 weeks after
immunization. As expected (13), immunized B10.RIII
apoE�/� mice had higher circulating levels of total
cholesterol and triglycerides than B10.RIII wild-type
mice (P � 0.001) (Figures 1A and B). The elevated
cholesterol levels in these mice were basically due to the
increase in the LDL and VLDL cholesterol fraction,
since the levels of serum HDL cholesterol were essen-
tially identical in both groups of mice (Figure 1). The
circulating lipid profiles detected in B10.RIII wild-type
and B10.RIII apoE�/� mice 8 weeks after immunization
with CII-CFA were similar to those observed before
immunization (data not shown). Based on these results
and to avoid additional metabolic alterations introduced

by hypercholesterolemic diets, we decided to perform all
of the experiments in mice fed a normal chow diet.

We next compared the development of CIA in
B10.RIII wild-type mice with that in B10.RIII
apoE�/� mice. Unlike findings described in previous
reports (20), we found that B10.RIII apoE�/� mice
developed more accelerated CIA than B10.RIII wild-
type mice and exhibited an increased cumulative
incidence throughout the 8-week period of observa-
tion (Figure 2A). In addition, the clinical severity of
CIA 8 weeks after CII-CFA immunization was signif-
icantly higher in B10.RIII apoE�/� mice than in
B10.RIII wild-type mice (Figure 2B). Consistent with
the clinical findings, the severity of each radiologic
sign considered in the present study (soft tissue
swelling, juxtaarticular osteopenia, narrowing or dis-
appearance of the interosseous spaces reflecting car-
tilage loss, and bone irregularities secondary to peri-
osteal new bone formation and/or marginal articular
erosions) was significantly higher in B10.RIII

Figure 3. Exacerbated radiologic and histopathologic lesions in B10.RIII apoE�/� mice during development of CIA. Male
B10.RIII wild-type and B10.RIII apoE�/� mice (8–12 weeks old) were immunized with CII and CFA. A, Representative
radiologic images of the front paws of nonimmunized (non-I) B10.RIII wild-type and B10.RIII apoE�/� mice and B10.RIII
wild-type and B10.RIII apoE�/� mice 8 weeks after immunization with CII-CFA (Col II-I). B, Scores for 4 individual radio-
logic signs in B10.RIII wild-type and B10.RIII apoE�/� mice. Representative results from 3 independent experiments are
shown. Values are the mean � SD (n � 20–25 animals per group). C, Histologic sections of the joints of representative
nonimmunized B10.RIII wild-type and B10.RIII apoE�/� mice and B10.RIII wild-type and B10.RIII apoE�/� mice 8 weeks
after immunization with CII-CFA. Original magnification � 10. D, Histologic score in the joints 8 weeks after immunization
with CII-CFA. Representative results from 3 independent experiments are shown. Values are the mean � SD percentage of
joints in each severity group (n � 20–25 animals per group). � � P � 0.05; �� � P � 0.01; ��� � P � 0.005. See Figure 2 for
other definitions.
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apoE�/� mice than in B10.RIII wild-type mice (Fig-
ures 3A and B). In histologic analyses, joints from
B10.RIII apoE�/� mice more frequently showed signs
of severe autoimmune arthritis, such as widespread
infiltration of inflammatory cells, pannus formation,
cartilage destruction, and bone erosion (Figures 3C
and D).

Altered anti-CII antibody production in B10.RIII
apoE�/� mice. The intensity and quality of anti-CII
humoral immune responses in B10.RIII wild-type mice
was compared with that in B10.RIII apoE�/� mice by
analyzing the levels of circulating IgG1 and IgG2a
anti-CII antibodies. Both groups of mice exhibited
strong anti-CII antibody responses 8 weeks after CIA
induction (Figure 2C). However, qualitative differences
in these antibody responses were observed between
B10.RIII wild-type and B10.RIII apoE�/� mice. Thus,
whereas serum levels of IgG2a anti-CII antibodies were
similar in both groups of mice, the titers of IgG1 anti-CII
antibodies were significantly reduced in B10.RIII
apoE�/� mice (Figure 2C). The altered anti-CII hu-
moral immune response was antigen specific, since the

levels of circulating total IgG1 and IgG2a antibodies 8
weeks after CIA induction were similar in B10.RIII
wild-type and B10.RIII apoE�/� mice (mean � SD
serum levels of total IgG1 antibodies 0.9 � 0.4 mg/ml in
B10.RIII wild-type mice and 1.1 � 0.3 mg/ml in
B10.RIII apoE�/� mice; mean � SD serum levels of
total IgG2a antibodies 3.6 � 1.1 mg/ml in B10.RIII
wild-type mice and 3.1 � 1.7 mg/ml in B10.RIII apoE�/�

mice; P � 0.5 for both comparisons).
Increased expression of proinflammatory cyto-

kines in the joints and expansion of Th1 and Th17 cells
in B10.RIII apoE�/� mice. The exacerbated develop-
ment of CIA in B10.RIII apoE�/� mice, together with
the reduction in the levels of circulating IgG1 anti-CII
antibodies compared with B10.RIII wild-type mice,
prompted us to explore by real-time quantitative RT-
PCR the pattern of cytokine expression in the joints
during the induction of CIA in these strains of mice.
As expected (27), a significant increase in the expression
of the arthritogenic IL-1�, tumor necrosis factor �
(TNF�), and IL-6 transcripts was observed in the joints
of B10.RIII wild-type mice 8 weeks after immunization

Figure 4. Increased expression of proinflammatory cytokines in the joints of B10.RIII apoE�/� mice
during development of CIA. Levels of mRNA for interleukin-1� (IL-1�), tumor necrosis factor �
(TNF�), IL-6, transforming growth factor �1 (TGF�1), interferon-� (IFN�), IL-4, IL-17, and IL-21 in
the paws of nonimmunized B10.RIII wild-type and B10.RIII apoE�/� mice and B10.RIII wild-type and
B10.RIII apoE�/� mice 8 weeks after immunization with CII-CFA were analyzed by real-time
quantitative reverse transcriptase–polymerase chain reaction. Results are from 3 independent experi-
ments. Values are the mean � SD fold change in each cytokine level relative to GAPDH expression
measured in parallel in each sample (n � 15–20 animals per group). � � P � 0.05; �� � P � 0.01;
��� � P � 0.005. See Figure 2 for other definitions.

APOLIPOPROTEIN E DEFICIENCY EXACERBATES CIA 975



with CII-CFA (Figure 4). In addition, levels of messen-
ger RNA (mRNA) for IFN� and IL-17, but not trans-
forming growth factor �1 (TGF�1), IL-4, or IL-21, in the
joint were augmented in B10.RIII wild-type mice with
arthritis (Figure 4). In parallel with the aggravated CIA,

the expression of IL-1�, IL-6, IFN�, IL-17, and IL-21
transcripts, but not TNF�, TGF�1, or IL-4, in the joints
of CII-immunized B10.RIII apoE�/� mice was even
higher than that found in B10.RIII wild-type mice that
were developing CIA (Figure 4).

Figure 5. Expansion of Th1 and Th17, but not Treg, cells in the draining lymph nodes of CII-immunized B10.RIII apoE�/� mice. Male B10.RIII
wild-type and B10.RIII apoE�/� mice (8–12 weeks old) were immunized with CII and CFA. For intracellular cytokine staining, lymphocytes from
paraaortic lymph nodes were stimulated 3 weeks after immunization with phorbol myristate acetate and ionomycin in the presence of GolgiStop
solution. A, Representative histograms of CD4�IFN�� Th1, CD4�IL-17� Th17, and CD4�CD25�FoxP3� Treg cells in the indicated groups, as
determined by flow cytometry. Values are the percentage of cells. B, Percentages of CD4�IFN�� Th1 (left), CD4�IL-17� Th17 (middle), and
CD4�CD25�FoxP3� Treg (right) cells in nonimmunized mice (NI) and mice 3 weeks after immunization (I). No differences in the number of total
lymph node cells were observed between nonimmunized and CII-immunized mice within each group (B10.RIII wild-type and B10.RIII apoE�/�

mice). Circles represent individual mice; horizontal lines represent the mean. �� � P � 0.01. NS � not significant (see Figure 2 for other definitions).
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Because of the pattern of cytokine expression in
the joints and to further explore the mechanisms impli-
cated in the worsening of CIA in B10.RIII apoE�/�

mice, we compared the percentages of different func-
tional CD4� T cell subpopulations in the draining
lymph nodes of B10.RIII wild-type mice with those in
B10.RIII apoE�/� mice before and after immunization
with CII-CFA. Both IFN�-producing Th1 and IL-17–
producing Th17 cell populations were augmented in
paraaortic lymph nodes from B10.RIII wild-type mice 3
weeks after immunization with CII-CFA (Figure 5).
Again, this increase was significantly higher (	2 fold) in
B10.RIII apoE�/� mice (Figure 5). No differences in the
percentage of Treg cells were observed between nonim-
munized and immunized B10.RIII wild-type and
B10.RIII apoE�/� mice (Figure 5).

Lack of exacerbation of atherosclerosis in
B10.RIII apoE�/� mice developing CIA. We next inves-
tigated whether the development of severe CIA in
B10.RIII apoE�/� mice might in turn modify the clinical
evolution of atherosclerosis in these mutant mice. Since
adjuvants, including CFA, have potent atheromodulat-
ing capabilities in apoE�/� mice (25), B10.RIII apoE�/�

mice injected in the base of the tail with only PBS
emulsified in CFA were used as CIA-negative controls.
As expected, these mice failed to develop arthritis (data
not shown). Morphometric studies of the aortic sinus 8
weeks after immunization revealed that the extent of the

atherosclerotic area in CII-CFA–immunized B10.RIII
apoE�/� mice was similar to that in PBS-CFA–treated
B10.RIII apoE�/� controls (P � 0.6) (Figures 6A and
B). In addition, similar Mac-2–immunoreactive macro-
phage content was observed by immunohistochemistry
in the atherosclerotic lesions of PBS-CFA–treated and
CII-CFA–immunized B10.RIII apoE�/� mice (P � 0.5)
(Figures 6A and C).

DISCUSSION

In the present study, we explored the bi-
directional relationship between RA and atherosclerosis
development using an experimental mouse model. We
demonstrated that deficiency in apoE and/or its conse-
quences in cholesterol metabolism promote an acceler-
ated and aggravated form of CIA in predisposed
B10.RIII mice. The exacerbated CIA is accompanied by
increased expression of multiple proinflammatory cyto-
kines in the joints and by the expansion in the draining
lymph nodes of Th1 and Th17 cell populations. How-
ever, the evolution of atherosclerosis in these B10.RIII
apoE�/� mice seems to be unchanged by the develop-
ment of CIA. Our results clearly contrast with the
findings of a recent study showing a resistance to CIA
development in apoE-deficient mice (20). Although the
reasons for these discrepancies are not clear, they may
be related to the use of different CIA models that may

Figure 6. Lack of exacerbation of atherosclerosis by CIA in B10.RIII apoE�/� mice. A, Representative histologic sections of
the aortic sinus stained with hematoxylin and eosin (H&E), and of atherosclerotic lesions stained for the presence of
Mac-2–immunoreactive macrophages, from age-matched untreated B10.RIII wild-type mice, B10.RIII apoE�/� mice 8 weeks
after immunization with phosphate buffered saline (PBS) and CFA, and B10.RIII apoE�/� mice 8 weeks after immunization
with CII and CFA. Original magnification � 10 in top panels and � 20 in bottom panels. B, Percentage of area affected in the
indicated group, as determined by computer-assisted morphometry. Results are from 2 independent experiments. Circles
represent individual mice; horizontal lines show the mean. C, Percentage of macrophages in lesions, as determined by
immunohistochemistry using an anti-Mac2 monoclonal antibody. Representative results of 2 independent experiments are
shown. Values are the mean � SD percentages of stained area relative to the area occupied by atheroma (n � 5 animals per
group). See Figure 2 for other definitions.
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involve immunologic mechanisms that do not completely
overlap. While H-2r CIA-susceptible B10.RIII mice im-
munized with bovine CII were used in the present study,
the previous study was performed with B6 (H-2b) mice
immunized with chicken CII, in which CIA develops
with a lower incidence and severity (18,28).

Several mechanisms, which are not mutually ex-
clusive, may explain the exacerbation of CIA in B10.RIII
apoE�/� mice. ApoE-containing lipoproteins are very
efficient at suppressing the mitogen-induced prolifera-
tive responses of lymphocytes (29). In CD4� and CD8�
T cells, this effect seems to be, at least in part, dependent
on the decrease in the production of biologically active
IL-2 (29). Furthermore, the intravenous administration
of a small apoE mimetic peptide derived from the
receptor binding region of the apoE holoprotein has
been shown to suppress both systemic and brain inflam-
matory responses in mice after lipopolysaccharide ad-
ministration (30). The antiinflammatory capacity of
apoE appears to be isoform dependent, and in the
above-mentioned experimental models of brain inflam-
mation, animals expressing the E4 allele have greater
inflammatory responses (30). Interestingly, there exists
an association between the apoE4 genotype and bone
loss in human RA (31). Thus, the enhanced CIA seen in
B10.RIII apoE�/� mice may be directly linked with the
absence of the antiinflammatory properties of apoE.

On the other hand, apoE deficiency causes im-
portant changes in the serum lipid profile of B10.RIII
apoE�/� mice, with a notable inversion in the ratio of
LDL cholesterol to HDL cholesterol in comparison to
B10.RIII wild-type mice. These changes may be relevant
for the induction of inflammatory responses, since the
immunomodulatory action of HDL consists of inhibiting
the expression of proinflammatory rather than antiin-
flammatory molecules (32) or protecting LDL against
oxidation (8–11). In humans, oxidized LDL can be seen
as an autoantigen inducing humoral immune responses
that may induce cytokine production by macrophages
through the activation of complement (33,34). The
absence of apoE may also alter the protein composition
of either the subclass of HDL with apoE or the entire
fraction of serum HDLs, secondary to the induction of
inflammatory responses, promoting the generation of
HDLs with proinflammatory functions. In a previous
study, the levels of proinflammatory HDLs with modi-
fied protein content were found to be increased in a
cohort of patients with active RA (35). Experiments are
in progress to explore such a possibility in B10.RIII
apoE�/� mice during CIA development.

The results of previous studies performed in
animals that were immunologically depleted or geneti-

cally deficient in B cells underline the importance of
humoral immune responses in the induction of CIA
(36,37). Notably, B10.RIII apoE�/� mice developing a
more severe CIA than B10.RIII wild-type mice exhib-
ited lower serum levels of IgG1, but not IgG2a, anti-CII
antibodies. However, it should be stressed that not all
antibodies produced in the course of an autoimmune
reaction are necessarily pathogenic. In this regard, it has
been demonstrated that the IgG2a switch variant of an
anti–red blood cell autoantibody is 	20 times more
pathogenic than the IgG1 switch variant (38), which is
consistent with the different affinities of IgG2a and IgG1
antibodies for Fc� receptors promoting antibody-
dependent cellular cytotoxicity (39). In addition, IgG2a
antibodies activate the complement cascade much better
than do IgG1 antibodies (40).

Independent of the pathogenicity of IgG1 and
IgG2a anti-CII antibodies in CIA development, the
reduction in the levels of circulating IgG1 anti-CII
antibodies observed in B10.RIII apoE�/� mice com-
pared to B10.RIII wild-type mice indirectly reflects a
distinct pattern of functional CD4 T cell differentiation
in each strain of mice after CII immunization. The
increased joint expression of the Th1 cytokine IFN� and
the Th17 cytokines IL-17 and IL-21, but not the Th2
cytokine IL-4 or the Treg cytokine TGF�1, and the
expansion of Th1 and Th17 cells, but not Treg cells, in
the draining lymph nodes observed in CII-CFA–
immunized B10.RIII apoE�/� mice confirm this as-
sumption.

Whereas the pathogenic role of Th17 cells in the
development of CIA has been clearly defined (15,16),
the contribution of Th1 cells is less clear. Thus, IFN�
deficiency renders the normally resistant B6 strain sus-
ceptible to disease (41,42), and lack of IFN� or signaling
through the IFN� receptor enhances the severity of
arthritis in susceptible strains such as DBA/1 mice
(43,44). On the other hand, enhanced Th1 and Th17
immune responses are observed in experimental situa-
tions associated with exacerbated CIA, such as in mice
with a deficiency of myeloid cell–specific IL-1 receptor
antagonist (45). Whether the increased joint expression
of IFN� and the expansion of Th1 cells in secondary
lymphoid organs play a pathogenic or regulatory role in
the development of CIA in B10.RIII apoE�/� mice
remains to be determined.

One of the final consequences of the exacerbated
CIA in B10.RIII apoE�/� mice was the increase in the
expression of multiple proinflammatory and arthrito-
genic cytokines, such as IL-1� and IL-6, in the joint.
However, despite the enhanced CIA observed in these
animals, the expression of TNF� in the joints remained
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similar to that in B10.RIII wild-type mice developing
CIA. Although these results might appear to be para-
doxical, a recent study showed that TNF blockade using
TNFR-Fc fusion protein or anti-TNF mAb unexpectedly
expanded the populations of Th1 and Th17 cells, which
were shown by adoptive transfer to be pathogenic (46).
Thus, an additional local increase in the expression of
TNF� over the already excessive and pathogenic pro-
duction of TNF� in RA (47) might play a regulatory role
by limiting pathogenic CD4� T cell responses. Alterna-
tively, since TNF� expression can be regulated at mul-
tiple levels including via a posttranscriptional mecha-
nism (48), it might be possible that the production and
release of TNF� protein in B10.RIII apoE�/� mice
developing severe CIA was increased in the absence of
an up-regulation of TNF� mRNA expression in the
joints.

Unlike CIA, the severity of atherosclerosis is not
affected by the development of arthritis in CII-CFA–
immunized B10.RIII apoE�/� mice. Thus, the extent of
vascular lesions in these CII-CFA–immunized mice is
similar to that in PBS-CFA–immunized controls. In
addition, similar levels of macrophages were observed in
the atherosclerotic lesions of PBS-CFA–treated and
CII-CFA–immunized B10.RIII apoE�/� mice, indicat-
ing that the lack of enhanced vascular lesions in CII-
CFA–immunized B10.RIII apoE�/� mice is not related
to a preferential migration of inflammatory cells to the
affected joints instead of the vessels.

However, it should be noted that adjuvants, in-
cluding CFA, possess a potent atheroprotective capacity
(25) that can mask the potential proatherogenic effect
associated with the systemic inflammatory environment
found in the animals developing arthritis. Consistent
with this possibility and with the findings of previous
studies (25), we have observed that the extent of athero-
sclerosis at the level of the aortic sinus in untreated
B10.RIII apoE�/� mice is significantly higher than that
in B10.RIII apoE�/� mice immunized with PBS-CFA,
which fail to develop CIA (data not shown). This
observation clearly indicates that an experimental model
of RA requiring the use of CFA for its induction is not
appropriate for studying the cellular and molecu-
lar mechanisms responsible for the accelerated athero-
sclerosis associated with this systemic autoimmune
disease.

In conclusion, the results of the present study
indicate that a metabolic abnormality associated with
dyslipidemia (apoE deficiency) may influence the devel-
opment of autoimmune diseases such as RA. These
findings may be useful in the design of new therapeutic
strategies in humans.
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a b s t r a c t

Genetic abnormalities predisposing to autoimmunity generally act in a cooperative manner affecting one
or several mechanisms regulating immunological tolerance. In addition, many of these genetic abnor-
malities are also involved in the development of lymphoproliferative diseases. In the present study, we
have determined the possible cooperation between deficiencies in members of the Cip/Kip family of cell
cycle regulators (p21WAF1/Cip1 or p27kip1) and the overexpression of human Bcl-2 in B lymphocytes in the
induction of autoimmune and lymphoproliferative diseases in non-autoimmune C57BL/6 (B6) mice.
Unlike single mutant mice, B6.p21�/� mice transgenic for human Bcl-2 in B cells developed a lethal
autoimmune syndrome characterized by the production of autoantibodies, the prominent expansion of
memory B and CD4þ T cells and the development of severe glomerular lesions resembling IgA
nephropathy. Furthermore, these mice presented a high incidence of B-cell lymphoproliferative disor-
ders. Such genetic cooperation in the induction of autoimmunity was not observed in B6.p27�/� mice
transgenic for human Bcl-2 in B cells. Altogether, what we have demonstrated here is the existence of
preferential interactions among particular regulators of the G1/S transition of the cell cycle and B-cell
survival in the induction of systemic autoimmune and lymphoproliferative diseases.

� 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

With rare exceptions, the development of autoimmune diseases
requires the contribution of multiple genetic, epigenetic and
environmental factors. These factors generally act in a cooperative
manner affecting one or several mechanisms that regulate the
induction andmaintenance of immunological tolerance [1]. Among
the best characterized genetic alterations involved in the

development of autoimmunity, are those that affect the regulation
of lymphocyte survival. Using a line of transgenic (Tg) mice over-
expressing human Bcl-2 (hBcl-2) in B lymphocytes, we and others
have demonstrated that Tgmice bearing a pro-autoimmune genetic
background develop a lethal autoimmune lupus-like syndrome
that is dependent on the activity of CD4þ lymphocytes [2,3].
However, the overexpression of hBcl-2 in B cells from C57BL/6 (B6)
mice, which do not have a genetic predisposition to developing the
disease, fails to promote autoimmunemanifestations [2], indicating
that the inhibition of B lymphocyte apoptosis by itself is not suffi-
cient to trigger a severe autoimmune reaction. Similarly, B6 mice
deficient in bim or Fas fail to develop a fatal autoimmune pathology
in contrast to the severe systemic lupus erythematosus (SLE)
observed in mixed (129/Sv � B6)-bim�/� or MRL.Faslpr mice,
respectively [4e6].

The deregulation in the control of lymphocyte proliferation is
also associated with the development of autoimmune diseases. In
this sense, mice deficient in p21WAF1/Cip1 (p21; amember of the Cip/
Kip family of cell cycle inhibitors) in a line of mice with a mixed
(129/Sv � B6) genetic background (derived from 2e3 intercrosses)
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develop a fatal lupus-like syndrome that affects females more than
males [7]. Similarly, the administration of a peptidyl mimic of p21
into (NZB � NZW)F1 females significantly reduces the severity of
the spontaneous SLE in these animals [8]. Again, the severity of the
autoimmune syndrome in p21�/� mice appears to be modulated by
the genetic background of the mice analyzed. Thus, B6 and
BXSB mice deficient in p21 or an additional line of p21�/� mixed
(129/Sv � B6) mice, derived from an unknown number of inter-
crosses, are largely protected from the development of SLE [9e12].
Another member of the Cip/Kip family acting as a negative regu-
lator of cell cycle is p27kip1 (p27). Studies have shown that p27 plays
an important role in the induction and maintenance of clonal
anergy of T lymphocytes induced after inhibition of co-stimulation
[13]. In anergic CD4þ T lymphocytes, p27 inhibits the phosphory-
lation of Smad-3 resulting in an increase of the inhibitor of Cdks,
p15. Consequently, the deficiency in p27 prevents the induction of
clonal anergy in T lymphocytes [14]. However, p27�/� mice do not
develop evident autoimmune manifestations [15].

In addition to their ability to promote autoimmunity in the
context of a particular genetic predisposition, the cell cycle and
apoptotic regulators mentioned above may be also involved in
tumor development. In this regard, Bcl-2 was initially identified as
a gene implicated in the t(14:18) chromosomal translocation found
in the majority of follicular B-cell lymphomas [16] and Tg mice
overexpressing Bcl-2 in B cells spontaneously developed plasma-
cytomas or immunoblastic B-cell lymphomas albeit with a low
incidence [17,18]. Similarly, an association between Burkitt’s
lymphomas and mutations in p21 that diminish the functional
activity of this cell cycle regulator has been reported in humans
[19], and p21�/� mice have a higher incidence of different types of
tumours, including B-cell lymphomas, in aged but not young mice
[20]. More recently, it has been shown that p27�/� mice over-
expressing Bcl-2 in T lymphocytes spontaneously develop T-cell
lymphomas with a high incidence [21].

Based on these findings, in the present study we have deter-
mined the possible cooperation between p21 or p27 deficiency and
the B-cell overexpression of Bcl-2 in the development of both
lupus-like autoimmune disease and B-cell malignancies in normal
B6mice. Our results show that B6.p21�/�mice transgenic for hBcl-2
in B cells (B6.p21�/�-hBcl-2-B Tg) developed a lethal lupus-like
syndrome characterized by the production of autoantibodies
(autoAbs), the increase in memory B and CD4þ T cells and the
presence of severe glomerular lesions resembling an IgA
nephropathy. In addition, these mice exhibited a high incidence of
B-cell lymphoproliferative disorders (LPD). On the other hand, the
deficiency in p27 failed to promote autoimmune responses in
B6.hBcl-2-B Tg mice, indicating the existence of preferential inter-
actions among particular regulators of the G1/S transition of the cell
cycle and cell survival for the control of B-cell tolerance.

2. Materials and methods

2.1. Mice

B6 mice were obtained from Harlan Iberica (Barcelona, Spain).
B6-SV40-Em-hbcl-2-22 Tg mice (B6-hBcl-2-B Tg) [3] overexpressing
hBcl-2 in B cells, B6.129S2-Cdkn1atm1Tyj/J (B6.p21�/�) [22] and
B6.129S4-Cdkn1btm1Mlf/J (B6.p27�/�) mice [15] were purchased
from The Jackson Laboratories (Bar Harbor, ME). The selection of
hBcl-2-B Tg mice was performed by flow cytometry using periph-
eral blood mononuclear cells and a specific mAb against hBcl-2
(clone 6C8; BD Biosciences, Madrid, Spain), as described previously
[23]. B6.p21�/�-hBcl-2-B Tg and B6.p27�/�-hBcl-2-B Tg mice were
obtained by intercrossing F1 progeny of B6.p21�/� and B6.p27�/�

mice with B6-hBcl-2-B Tg mice. The p21 and p27 genotyping of the

different strains of mice was performed by PCR. Male and female
mice of each mouse strain were analyzed together. The mice were
bled every two months from the retro-orbital plexus, and the
resulting sera were stored at �20 �C until used.

All studies with live animals were approved by the Universidad
de Cantabria Institutional Laboratory Animal Care and Use
Committee.

2.2. Cell death and in vitro proliferation assays

To analyze the possible modulation of hBcl-2 anti-apoptotic
activity in B cells by p21 or p27 deficiency in vivo, 2 month-oldmice
of the different strains used here were injected ip. with 2 mg of
dexamethasone sodium phosphate (American Regent Laboratories,
Shirley, NY). The numbers of pre-B (B220lowIgM�) and immature
B (B220lowwIgMþ) cells in the bone marrow were analyzed 48 h
later by flow cytometry.

Purified B cells (more than 95% purity in all cases) from different
strains of mice were obtained from the spleen after in vitro treat-
ment with anti-Thy-1.2 mAb (clone AT-83, a rat IgM anti-mouse
Thy-1.2 mAb) and complement (Cedarlane Laboratories, Hornby,
ON, Canada). The effects of hBcl-2 overexpression on B cell survival
in vitro in the different lines of hBcl-2 Tg mice and non-Tg controls
were assessed using purified cell populations cultured with
RPMI medium supplemented with 2 mM L-glutamine, 10�5 M 2-
mercaptoethanol and 10% heat-inactivated FCS (Hyclone Labora-
tories, Logan, UT), as described previously [24].

B-cell labelling with carboxyfluorescein diacetate succinimidyl
ester (CFSE, Molecular Probes Europe, Leiden, The Netherlands)
was performed according to the manufacturer’s instructions. For in
vitro proliferation assays, 2 � 105 CFSE-labelled B cells from the
different strains of micewere stimulated during 48 hwith LPS or an
affinity-purified F(ab’)2 goat anti-mouse IgM polyclonal Ab (Jackson
ImmunoResearch Laboratories, Inc., West Grove, PA), at concen-
trations of 20 mg/ml. Cell division was analyzed by flow cytometry
according to the CFSE intensity dilution.

2.3. Flow cytometry studies

The number of total B220, B220þIgM�IgD�CD138� (memory
phenotype), naïve CD4þCD44lowCD62Lhigh, CD4þCD44highCD62Llow

(memory phenotype), naïve CD8þCD44lowCD62Lhigh and
CD8þCD44highCD62Llow (memory phenotype) cells in the spleen of
the different strains of mice was evaluated by flow cytometry at 2
and 8 months of age. Single cell suspensions were stained with
different combinations of flourescein isothiocyanate-, phycoery-
thrin-, peridinin chlorophyll protein- and biotin-conjugated mAbs
(BD Biosciences) followed by allophycocyanin-conjugated strepta-
vidin. A total of 5 � 104 viable cells were analyzed in a FACSCanto II
flow cytometer using FACSDiva software (BD Biosciences).

2.4. Serological studies

Serum levels of total IgA and IgG were determined by ELISA as
described previously [2,25]. Results were expressed in mg/ml in
reference to a standard curve obtained with a mouse reference
serum (ICN Biomedicals Inc.). The presence of IgG and IgA anti-DNA
autoAbs was determined in sera by ELISA as described [2,25] and
the results expressed in TU in reference to a standard curve
obtained from a serum pool from 6 to 8 months old MRL lpr/lpr
mice. Serum levels of IgG gp70 anti-gp70 immune complexes (gp70
IC) were quantified by ELISA [26] and the results expressed as mg of
Ab-bound gp70/ml of serum.
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2.5. Histopathology

Samples of all major organs were obtained at autopsy. Organs
were included in paraffin and stained with hematoxilin-eosin or
Masson trichrome for pathological studies. Glomerulonephritis was
scored on a 0e4 scale as previously described [27]. Grades 3 and 4
glomerulonephritis were considered significant contributors to
clinical disease and/or death. The incidence of B-cell LPD in the
different mouse strains was analyzed at 8-10 and 18 months of age
by histology, immunohistochemistry and flow cytometry. All
histological preparations were analyzed blinded by one (kidney
sections) or two (B-cell LPD) pathologists.

Tissue-bound IgG and IgA antibodies were studied by immuno-
fluorescence on kidney cryosections using FITC-conjugated goat anti-
mouse IgG antibodies (Jackson ImmunoResearch) or FITC-conjugated
goat anti-mouse IgA antibody (Cappel Laboratories, Cochranville, PA).

2.6. Statistical analysis

Statistical analysis of differences between groups of mice was
performed using the ManneWhitney test. Probability values <0.05
were considered significant.

3. Results

3.1. Lack of the effect of p21 deficiency on the survival and
proliferation of B cells overexpressing hBcl-2

We first determined whether p21 deficiency modulated the
anti-apoptotic activity of hBcl-2 in B cells from B6.p21�/�-hBcl-2-B

Tg mice, as p21 can act as a survival factor in several cell types
including T lymphocytes [reviewed in 28]. After the viability of
purified B cells in culture had been assessed during a period of 10
days, B cells from both B6.hBcl-2-B Tg and B6.p21�/�-hBcl-2-B Tg
mice exhibited a similarly improved survival as compared to B cells
from B6-wt and B6.p21�/� mice (Fig. 1A). The lack of the effect of
p21 deficiency on B-cell survival was confirmed in vivo after
induction of apoptosis of pre-B and immature B cells with
glucocorticoids. The injection of dexamethasone into B6-wt and
B6.p21�/� mice induced the elimination of about 85% of B220low-

IgM� pre-B and 80% B220lowIgMþ immature B cells in the bone
marrow (Fig. 1B). These two B-cell precursors were, however,
largely preserved in dexamethasone-treated B6.hBcl-2-B Tg mice
and this protectionwas notmodified in B6.p21�/�-hBcl-2-B Tgmice
(Fig. 1B).

It has been reported that the overexpression of Bcl-2 has an anti-
proliferative effect in lymphocytes [29,30]. Accordingly, the in vitro
proliferation of B lymphocytes from B6.hBcl-2-B Tg mice 48 h after
stimulation with anti-IgM antibodies or LPS was lower than that
observed with B cells from B6-wt mice (Fig. 1C). Although an
increased in vitro anti-IgM- or LPS-induced B-cell proliferation was
observed in B6.p21�/�mice, the p21 deficiency was not sufficient to
rescue the proliferative defect induced by Bcl-2 overexpression in
B cells from B6.p21�/�-hBcl-2-B Tg mice (Fig. 1C).

3.2. Effects of B-cell overexpression of hBcl-2 in p21�/� mice
in the development of autoimmunity

We next compared the development of a lupus-like autoim-
mune disease between B6-wt, B6.p21�/�, B6.hBcl-2-B Tg and

Fig. 1. Survival and proliferation of B cells from B6 mice overexpressing hBcl-2 in B cells and deficient in p21 or p27. A) Purified B cells from different strains of mice were cultured in
triplicates in 96-well flat-bottomed plates at a concentration of 106 cells/ml in RPMI 10% FCS. From day 1e10, viability of spleen B cells was assessed by trypan blue exclusion. Results
are representative of two separate experiments. B) 2 month-old mice were injected ip with PBS (upper panels) or 2 mg of dexamethasone (lower panels). The elimination of
B220lowIgM� pre-B and B220lowIgMþ immature B cells was evaluated by flow cytometry 48 h after treatment. The mean � SD of the percentages of B220lowIgM� pre-B (upper left)
and B220lowIgMþ immature B cells (bottom right) in the different experimental groups (3 mice/group) are indicated in each panel. Statistic differences between hBcl-2 Tg and non-
Tg dexamethasone-treated animals are indicated as follow: *p < 0.01, **p < 0.001. Results are representative of three separate experiments. C) CFSE-labelled B cells (2 � 105) from
the different strains of mice were stimulated during 48 h with 20 mg/m LPS or 20 mg/ml of anti-IgM antibody. Cell division was analyzed by flow cytometry according to the CFSE
intensity dilution. Results, representative of two separate experiments, are expressed as the mean percentage � SD (3 mice/group) of proliferating cells.

I. Santiuste et al. / Journal of Autoimmunity 35 (2010) 316e324318



B6.p21�/�-hBcl-2-B Tg mice by analyzing the levels of circulating
autoAbs at 6 months of age. A significant increase in serum levels of
IgA and IgG anti-ssDNA autoAbs was observed in B6.hBcl-2-B Tg
mice in comparison to B6-wt and B6.p21�/� mice (p < 0.01 in all
cases), while levels of nephritogenic gp70 IC were essentially
identical in these three strains of mice (Fig. 2A). In contrast,
B6.p21�/�-hBcl-2-B Tg mice exhibited 2e4-fold higher levels of
anti-ssDNA and gp70 IC than B6.hBcl-2-B Tg mice (Fig. 2A;
p < 0.005 in all the cases). In addition, analysis of serum levels of
IgA and IgG also revealed significant increases of IgA in B6.hBcl-2-B
Tg mice, as compared with B6-wt and B6.p21�/� mice (p < 0.01),
and of both IgA and IgG in B6.p21�/�-hBcl-2-B Tg mice, as
compared with B6.hBcl-2-B Tg mice (p < 0.005), (Fig. 2B).

We compared by flow cytometry the distribution of B and T cell
populations in spleens between B6-wt, B6.p21�/�, B6.hBcl-2-B Tg
and B6.p21�/�-hBcl-2-B Tg mice at 2 and 8 months of age. As
expected, mice overexpressing hBcl-2 in B cells displayed a marked
accumulation of B cells in B6.hBcl-2-B and B6.p21�/�-hBcl-2-B Tg
mice (Table 1). The size of B cells with a memory phenotype
(B200þIgM�IgD�CD138�) was greatly enlarged in 2 and 8 month-
old B6.hBcl-2-B Tg mice (p < 0.01 and p < 0.001, respectively)
and modestly increased in B6.p21�/� mice at 8 months of age
(p < 0.05; Table 1). The combination of Bcl-2 overexpression

and p21 deficiency appeared synergistic as the number of
B200þIgM�IgD�CD138� B cells in B6.p21�/�-hBcl-2-B Tg mice was
highly increased (p < 0.05 at 2 months and p < 0.001 at 8 months;
Table 1). As reported in mixed (129/Sv � B6) mice deficient in p21
[7], an age-dependent expansion in CD4þ T cells with a memory
phenotype (CD4þCD44highCD62Llow) was observed in B6.p21�/�

mice (p < 0.05; Table 1). Such an expansion was more pronounced
in B6.p21�/�-hBcl-2-B Tg mice (p < 0.005) and already evident at 2
months of age, which was not the case in B6.hBcl-2-B Tg mice
(Table 1). No differences were observed in the numbers of naïve and
memory CD8þ T cells among these strains of mice.

In correlation with the production of autoAb and the expansion
of B200þIgM�IgD�CD138� B and CD4þCD44highCD62Llow T cells,
B6.p21�/�-hBcl-2-B Tg mice had a reduced lifespan in comparison
to B6-wt, B6.p21�/� and B6.hBcl-2-B Tg mice (Fig. 3). In fact, 50% of
B6.p21�/�-hBcl-2-B Tg mice died at around 16 months of age
(p < 0.001). When examined for the cause of death, 52% (22/42) of
B6.p21�/�-hBcl-2-B Tg mice (p < 0.001) showed at the time of
autopsy a severe glomerulonephritis (Fig. 4A) characterized by an
intense mesangial matrix expansion, secondary to collagen accu-
mulation (stained in blue with the Masson trichrome) that
completely collapsed the capillary spaces (glomerulosclerosis)
(Fig. 4B). By direct immunofluorescence, prominent deposits of IgA,
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Fig. 2. Production of autoAbs in B6 mice overexpressing hBcl-2 in B cells and deficient in p21 or p27. A and B) Serum levels of IgA and IgG anti-DNA autoAbs and gp70 IC (A) and of
total IgA and IgG (B) in the mentioned mouse strains at 6 months of age. Values of individual mice are expressed. Bars represent the mean value of each examination.

I. Santiuste et al. / Journal of Autoimmunity 35 (2010) 316e324 319



but not of IgG, were detected in the glomerular mesangium of these
animals (Fig. 4B). None of the B6-wt, B6.p21�/� and B6.hBcl-2-B Tg
mice examined showed severe glomerular lesions at 14e16months
of age (Fig. 4A and B). Altogether, our results indicated the devel-
opment of an IgA nephropathy associated to SLE in B6.p21�/�-hBcl-
2-B Tg mice. Unlike mice deficient in p21 in a mixed (129/Sv � B6)
genetic background which developed a lupus-like syndrome that
affects females more than males [7], no differences in the levels of
circulating autoAbs, memory B and CD4þ T cell expansion, devel-
opment of glomerulonephritis and mortality rate were observed
between both sexes of B6.p21�/�-hBcl-2-B Tg mice (data not
shown).

3.3. Absence of a severe SLE in B6.p27�/�-hBcl-2-B Tg mice

We further explored whether the deficiency of p27, another
regulator of the G1/S transition of cell cycle, also cooperates with
hBcl-2 overexpression in B cells for the induction of autoimmunity
mice. As observed in p21�/� mice, the deficiency in p27 failed to
modify the survival of B cells and the anti-apoptotic activity of Bcl-2
in vitro and in vivo (Fig. 1A and B). In addition, the analysis for the
effects of p27 deficiency in the proliferation of hBcl-2 over-
expressing B cells showed that the reduced proliferation of B cells
in mice overexpressing hBcl-2 was not restored by p27 deficiency
(Fig. 1C).

When the production of autoAbs in B6.p27�/� mice at 6
months of age was analyzed, only the levels of circulating total
IgA and IgG were slightly increased or reduced, respectively, in

comparison to B6-wt and B6.p21�/� mice (Fig. 2; p < 0.02 in all
cases). The levels of circulating IgA and IgG anti-ssDNA autoAbs
in B6.p27�/�-hBcl-2-B Tg mice were significantly elevated as
compared to B6.p27�/� mice (p < 0.005 in all cases), but not
higher than those of B6.hBcl-2-B Tg mice and much lower than
those of B6.p21�/�-hBcl-2-B Tg mice (Fig. 2; p < 0.002 in all
cases). The pool of B200þIgM�IgD�CD138� B cells was increased
in the spleen of 8 month-old B6.p27�/� and 2 and 8 month-old
B6.p27�/�-hBcl-2-B Tg mice in comparison to B6-wt mice, but
was still lower than that of B6.p21�/�-hBcl-2-B Tg mice at both 2
and 8 months of age (Table 1; p < 0.01 in both cases). Further-
more, B6.p27�/� and B6.p27�/�-hBcl-2-B Tg mice also displayed
an increase in the number of CD4þCD44highCD62Llow T cells at
levels similar to that observed in B6.p21�/�-hBcl-2-B Tg mice
(Table 1). The analysis of renal histopathology at 14 months of
age in B6.p27�/� and B6.p27�/�-hBcl-2-B Tg mice revealed that
only 13% of B6.p27�/� (3/22) and B6.p27�/�-hBcl-2-B Tg mice
(3/23) developed a severe glomerulonephritis (Fig. 4A and C).

3.4. Development of B-cell LPD in B6.p21�/�-hBcl-2-B Tg mice

Since almost half of B6.p21�/�-hBcl-2-B Tg mice did not show
severe glomerular lesions at the time of autopsy, we explored for the
presence of additional causes of death in these animals. In fact,
B6.p21�/�-hBcl-2-B Tg mice presented an elevated incidence of
B-cell LPD, evaluated by histological analysis (Fig. 5 and Table 2) and
immunohistochemistry and/or flow cytometry (data not shown).
These malignancies were classified into two histological categories;
polymorphic LPD (PLPD) composed of B cells at different stages of
development/activation (small cells, immunoblasts and plasma
cells) (Fig. 5A and B) and monomorphic LPD resembling immuno-
blastic B-cell lymphomas (Fig. 5C and D) showing signs of high
proliferative activity such as abundant aberrant mitosis (Figure C)
and a starry sky pattern (Fig. 5D), indicative of the presence of
macrophages phagocyting dying cells. These lymphomas usually
formed solid peritoneal tumours and infiltrated other organs such as
the liver or kidneys (Fig. 5D). Some animals displayed only PLPD but
themajority of mice with B-cell lymphomas also had PLPD usually in
the infiltrating organs (Fig. 5D and E).

To analyze in greater detail the development of LPD in
B6.p21�/�-hBcl-2-B Tg mice in comparison to B6-wt, B6.p21�/�

and B6.hBcl-2-B Tg mice, groups of these animals were sacrificed
at 8e10 months and 18 months of age. At 8e10 months of age
31% and 44% of B6.p21�/�-hBcl-2-B Tg mice presented PLPD and
B-cell lymphomas, respectively, in contrast to 7% of B6.p21�/�
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Fig. 3. Mortality curve of B6 mice overexpressing hBcl-2 in B cells and deficient in p21.

Table 1
Distribution of naïve and memory B and CD4þ T cell populations in p21 and p27 deficient mice in the context of hBc-2 B-cell overexpression.

Mice Age B Cells CD4þ Cells CD8þ Cells

B220þ Memory Naïve Memory Naïve Memory

B6-wt 2 36.4 � 8.9 2.3 � 0.5 10.8 � 4.9 5.3 � 1.1 7.9 � 3.2 1.8 � 0.3
8 57.1 � 10.5 4.9 � 2.4 11.9 � 5.3 8.1 � 1.5 11.6 � 5.9 2.1 � 1.8

B6.p21�/� 2 44.1 � 17.1 3.9 � 1.9 11.3 � 4.8 8.3 � 4.1 7.9 � 3.1 1.9 � 1.5
8 35.6 � 15.4 7.1 � 3.1 6.4 � 2.8 14.1 � 3.9 6.4 � 2.7 2.2 � 1.0

B6.hBcl-2-B Tg 2 166.8 � 56.5 16.8 � 6.8 14.1 � 3.2 6.5 � 1.0 13.1 � 3.2 2.1 � 0.9
8 138.8 � 66.2 22.8 � 8.4 14.8 � 5.4 10.1 � 3.7 14.5 � 6.3 2.8 � 1.8

B6.p21�/�-hBcl-2-B Tg 2 206.4 � 42.8 31.1 � 9.3 12.2 � 5.6 15.1 � 7.7 11.1 � 3.3 3.9 � 1.1
8 220.6 � 38.5 41.5 � 10.1 7.6 � 3.7 22.5 � 7.8 7.8 � 4.2 3.4 � 1.4

B6.p27�/� 2 66.2 � 12.9 4.4 � 2.2 19.9 � 8.2 18.1 � 8.2 23.1 � 7.1 5.9 � 3.4
8 104.5 � 39.3 17.3 � 6.1 7.2 � 3.4 18.4 � 5.7 8.3 � 3.7 5.4 � 2.3

B6.p27�/�-hBcl-2-B Tg 2 137.7 � 50.1 16.4 � 7.5 23.4 � 4.6 21.9 � 8.1 28.4 � 6.3 6.2 � 1.8
8 116.6 � 32.8 29.2 � 7.1 5.1 � 2.7 23.8 � 8.9 6.0 � 2.3 6.7 � 2.7

Total B220þ, B200þIgM�IgD�CD38� memory, CD4þCD44lowCD62Lhigh naïve, CD4þCD44highCD62Llow memory, CD8þCD44lowCD62Lhigh naïve and CD8þCD44highCD62Llow

memory cells were evaluated in the spleen of 2 and 8month-oldmice by flow cytometry. Results from 6 to 8mice/group are expressed as themean� SD of the number of cells
of each population.
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mice presenting PLPD (Table 2). None of B6-wt and B6.hBcl-2-
B Tg mice had B-cell malignancies at this age. Among the
B6.p21�/�-hBcl-2-B Tg mice that survived up to 18 months of age,
15% and 70% of animals presented PLPD and B-cell lymphomas,
respectively (Table 2). In contrast, the respective incidences were
19% and 2% in B6.p21�/� mice, and 0% and 17% in B6.hBcl-2-B Tg
mice.

4. Discussion

The control of cell cycle and survival is essential for the main-
tenance of lymphoid homeostasis and self-tolerance. Disruption in
the regulation of any of these processes in mice can lead to auto-
immunity and/or LPD [1]. However, the development of pathology
in these animals, particularly autoimmune diseases, is largely

influenced by the genetic background of the strains of mice studied
[2,9e12]. Due to the polygenetic nature of autoimmune diseases,
we have analyzed here the possible complementation between
genetic defects affecting the regulation of lymphocyte survival
(Bcl-2 overexpression) and proliferation (p21 or p27 deficiency) in
the development of autoimmunity and LPD in mice with a non-
autoinmune genetic background. We have demonstrated that the
deficiency in the cell cycle regulator p21 and the overexpression of
Bcl-2 in B cells in non-autoimmune B6mice promote a lethal lupus-
like syndrome characterized by autoAb production and an IgA
nephropathy. This lupus-like syndrome associated to IgA
nephropathy resembles that of (NZW � B6)F1 mice overexpressing
hBcl-2 in B cells [2], supporting the importance of B-cell Bcl-2
deregulation in the pathogenesis of this particular form of experi-
mental glomerulonephritis. In addition, B6.p21�/�-hBcl-2-B Tg

Fig. 4. Development of glomerulonephritis in B6 mice overexpressing hBcl-2 in B cells and deficient in p21 or p27. A) Glomerulonephritis score in the different strains of mice at the
time of autopsy (B6.p21�/�-hBcl-2-B Tg mice) or at 14e16 months of age (other groups). Values of individual mice are expressed. Bars represent the mean value of each group. B)
Representative histological appearance of glomeruli (x40) from B6-wt, B6.p21�/� and B6.hBcl-2-B Tg mice at 14e16 months of age and from B6.p21�/�-hBcl-2-B Tg mice at the time
of autopsy, stained with hematoxilin-eosin or Masson trichrome (two upper panels). Presence of IgG and IgA deposits (two lower panels) in the glomeruli of B6-wt, B6.p21�/� and
B6.hBcl-2-B Tg mice at 14e16 months of age and from B6.p21�/�-hBcl-2-B Tg mice at the time of autopsy (x40). C) Representative histological appearance of glomeruli (x40) from 14
month-old B6.p27�/� and B6.p27�/�-hBcl-2-B Tg mice stained with hematoxilineeosin or Masson trichrome.
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mice present a high incidence of B-cell LPD. In contrast, such
cooperation for the development of autoimmunity is not observed
in p27�/� mice overexpressing Bcl-2 in B cells.

Our present results confirm the importance of the pro-autoim-
mune genetic predisposition for the complete manifestation of
autoimmunity in mice deficient in p21. Recently, it has been shown
that B6.p21�/� mice develop mild lupus-like serological and
glomerular abnormalities that do not modify the lifespan of these
animals in comparison to mice deficient in p21 in an autoimmune-
prone mixed (129/Sv � B6) genetic background [7,9]. This contrasts
with the lack of development of even amild lupus-like syndrome in
our B6.p21�/� mice, and the reasons for this discrepancy may be
attributed to differences in animal housing conditions or to the
origin of B6 colonies used in both studies. However, the fact that
B6.p21�/�-hBcl-2-B Tg mice develop a severe lupus-like syndrome
clearly supports the idea that p21 deficiency acts as an autoim-
munity enhancer that cooperates with hBcl-2 overexpression in
B cells, thereby triggering severe autoimmune responses in normal
mice. The beneficial effects of the treatment with a peptidyl
mimic of p21, which inhibits the interaction between cyclin-
dependent kinase 4 and type D cyclins, on the development of
SLE in (NZB � NZW)F1 females [8] further support this idea. In

contrast, other studies in BXSB mice or in a line of p21�/� mixed
(129/Sv � B6) mice, derived from an unknown number of inter-
crosses, claim that p21 deficiency may have irrelevant or even
protective effects on disease development [10e12], suggesting the
existence of unknown strain-specific genetic interactions that
modulate the accelerator activity of this genetic abnormality in
autoimmunity.

There are multiple evidences indicating that p27 is an important
regulator of clonal anergy of T lymphocytes [13,14]. In this sense, p27
is required for transplantation tolerance induced by costimulatory
blockade [31]. However, p27�/� mice have failed to develop auto-
immune diseases even in a (129/Sv � B6) genetic background [15].
Accordingly, we have been unable to demonstrate the presence of
high titres of circulating autoAbs andglomerulonephritis in almost all
B6.p27�/�-hBcl-2-B Tg mice analyzed here, despite an expansion in
memory B and Tcells being observed in these animals. Recent studies
have shown the presence of increased serum levels of autoAbs and
mild glomerular lesions in B6.hBcl-2-B Tg mice deficient in the G1/S
cell cycle regulators E2F1 or E2F2, although the survival of these
animals is similar to that of non-Tg controls [32,33]. Altogether, these
and our present results indicate that the regulators of the G1/S
transition of the cell cycle are hot spot targets for the control of
lymphocyte tolerance. However, not all the regulators of this critical
cell cycle checkpoint appear to influence lymphocyte tolerance to the
same extent, there existing a certain hierarchy inwhich each genetic
defect of these regulators exhibits different potentials to promote
systemic autoimmune diseases in cooperation with genetic abnor-
malities that prolong B cell survival (at least Bcl-2 overexpression). In
this hierarchy, the pro-autoimmune potential of p21 deficiency in
cooperation with B-cell hBcl-2 overexpression is higher than that of
E2F1 or E2F2 deficiency, which in turn is superior to that of p27
deficiency.

In addition to its anti-apoptotic activity, Bcl-2 is also involved in
the control of cellular proliferation. In particular, the over-
expression of Bcl-2 in lymphocytes or fibroblasts significantly
delays the cell cycle entry of these cells after activation [29,30]. On
the other hand, p21 may act as a survival factor in several cell
types, including T lymphocytes [28]. Thus, epistatic interactions
between p21 deficiency and Bcl-2 overexpression affecting the

Fig. 5. Development of LPD in B6 mice overexpressing hBcl-2 in B cells and deficient in p21. A) PLPD in a lymph node from a 10 month-old B6.p21�/�-hBcl-2-B Tg mice (x40). B)
PLPD in the lymph node of a 10 month-old B6.p21�/� mice (x40). C) Immunoblastic B-cell lymphoma in a 14 month-old B6.p21�/�-hBcl-2-B Tg mice (x100) showing an aberrant
mitosis (red arrow and squared amplification in the bottom left corner). D) Starry sky pattern of the immunoblastic B-cell lymphoma showed in B (x20). E) PLPD infiltrates in the
kidney of an 18 month-old B6.p21�/�-hBcl-2-B Tg mice (x40). F) Immunoblastic B-cell lymphoma in the lymph node of a 18 month-old B6.hBcl-2-B Tg mice (x40) showing areas
with PLPD (red arrows). For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.

Table 2
Increased incidence of B-cell malignancies in B6.p21�/�-hBcl-2-B Tg mice.

Mice Type 8e10 months 18 months

B6-wt PLPD 0/16 (0%) 0/12 (0%)
B-cell lymphoma 0/16 (0%) 0/12 (0%)

B6.p21�/� PLPD 1/14 (7.1%) 8/43 (18.6%)
B-cell lymphoma 0/14 (0%) 1/43 (2.3%)

B6.hBcl-2-B Tg PLPD 0/18 (0%) 0/24 (0%)
B-cell lymphoma 0/18 (0%) 4/24 (16.7%)

B6.p21�/�-hBcl-2-B PLPD 5/16 (31.3%) 4/26 (15.4%)
B-cell lymphoma 7/16 (43.8%) 18/26 (69.2%)

Groups of the different mouse strains were sacrificed at 8e10 and 18 months of age.
Sections of major organs were included in paraffin and stained with hematox-
ilineeosin. The presence of LPD, either PLPD or B-cell lymphoma, was evaluated by
two pathologists. Under the PLPD group, we included animals that presented only
this type of LPD. Under the B-cell lymphoma group, we included animals that
presented this type of LPD independently of the coexistence of PLPD.
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survival and/or proliferation of B cells can be involved in the
induction of severe autoimmunity in B6.p21�/�-hBcl-2-B Tg mice.
However, the anti-apoptotic and anti-proliferative effects of hBcl-2
overexpression in B cells from B6.hBcl-2-B Tg mice are not modi-
fied by the presence of the p21 null mutation, indicating a domi-
nant role of overexpressed Bcl-2 over p21 deficiency. Although p27
has been proposed as a critical mediator of the anti-proliferative
function of Bcl-2 [30], our experiments clearly show that the
proliferative defects observed in B cells overexpressing hBcl-2 are
not restored by p27 deficiency. These results are fully in agreement
with a recent report showing a similar cell cycle delay in anti-CD3
stimulated T cells from hBcl-2-T Tg and p27�/�-hBcl-2-T Tg mice
[21]. However, as our studies have been carried out on total B-cell
populations, we cannot exclude the possibility that the interaction
between p21 deficiency and Bcl-2 overexpression implicated in cell
cycle progression and survival may be restricted to some minor
subsets of activated/memory B cells (see below).

Consistent with a previous finding [7], our B6.p21�/� mice
exhibited an age-dependent enlargement of memory CD4þ T-cell
subpopulation, and this is more pronounced in B6.p21�/�-hBcl-2-B
Tg mice developing a severe SLE. However, we observed that non-
autoimmune B6.p27�/� and B6.p27�/�-hBcl-2-B Tg mice had
increased numbers of CD4þCD44highCD62Llow T cells even at 2
months of age and at levels comparable to those of B6.p21�/�-hBcl-
2-B Tg mice. These data strongly suggest that the expansion of
these memory T cells in B6.p21�/�-hBcl-2-B Tg mice by itself is not
sufficient to promote the disease.

It has been demonstrated that Bcl-2 overexpression extends the
lifetime of memory B cells [34]. Accordingly, high numbers of
B220þIgM�IgD�CD138� memory B cell are found in B6.hBcl-2-B Tg
mice even at 2 months of age. Parallel to the increase in memory
CD4þ T cells, memory B cells are also expanded in B6.p21�/� and
B6.p27�/� mice. However, whereas the size of this B cell population
in B6.p27�/�-hBcl-2-B Tg mice is similar to that of B6.hBcl-2-B Tg
mice, a synergistic interaction between p21 deficiency and Bcl-2
overexpression seems to regulate the number of memory B cells in
B6.p21�/�-hBcl-2-B Tg mice. This synergistic interaction may
operate at two levels. First, and as in T cells [9], p21 can affect the
proliferation of memory, but not naïve, B cells that survive activa-
tion-induced cell death (AICD) processes. Second, hBcl-2 over-
expression can modulate the pro-apoptotic activity of Bim
regulating the survival of memory B and autoAb-forming cells
during AICD in vivo [35,36]. In this scenario, the abnormal expan-
sion and/or survival of these B cells together with the increased
number of memory CD4þ T cells may be the cause for the induction
of SLE in B6.p21�/�-hBcl-2-B Tg mice.

A careful analysis of B6.p21�/�-hBcl-2-B Tg mice at the time of
autopsy indicates that in addition to the development of a lupus-
like autoimmune syndrome associated with an IgA nephropathy,
these mice present B-cell LPD with a much higher incidence than
B6.p21�/� or B6.hBcl-2-B Tg mice. Histologically, these LPD can be
classified as PLPD and immunoblastic B-cell lymphomas.
The coexistence of both types of LPD in many animals strongly
suggests that these lesions may represent different stages of the
same B-cell malignancy. Despite the absence of autoimmunity in
B6.p27�/�-hBcl-2-B Tg mice (present study), we have observed the
development of B-cell LPD in these animals that shortened their
lifespan (SantiusteI. et al, manuscript in preparation). In this regard,
it has been shown that p27�/� mice overexpressing Bcl-2 in T
lymphocytes spontaneously develop T-cell lymphomas with a high
incidence [21]. At present, the mechanisms responsible for the
development of B-cell LPD in B6.p21�/�-hBcl-2-B Tg mice are
unknown. One possibility is that the same epistatic interaction
between p21 deficiency and Bcl-2 overexpression promotes LPD in
B6.p21�/�-hBcl-2-B Tg mice independently of the autoimmune

syndrome, as both B6.p21�/� or B6.hBcl-2-B Tg mice develop with
age B-cell malignancies without overt autoimmune diseases
[16,17,19]. Additionally and/or alternatively, the development of
B-cell LPD in B6.p21�/�-hBcl-2-B Tg mice may be closely linked to
the autoimmune process, secondary to the chronic activation of
autoreactive B lymphocytes by non-tolerized CD4þ T cells. In this
regard, the spontaneous development of B-cell lymphomas is
common in different lupus-prone mice, such as NZB, Fas or FasL
deficient and interleukin-12 receptor beta2 deficient mice [37e40].
Experiments are in course to clarify this important question.
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